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RESUMEN

El proceso de criopreservación de material seminal ha sido una técnica que permite preservar
material genético en el tiempo, la principal falencia de dicho proceso es la viabilidad de las
células espermáticas después de la descongelación, disminuyendo el potencial de fertilización
de una dosis de semen bovino. Los diluyentes usados para el proceso contantemente son
evaluados y se investigan otras opciones que mantengan y mejoren la calidad del material
seminal, se encuentra en el mercado diversidad de productos a los cuales se debe adicionar
yema de huevo y agua destilada ultrapura para realizar el proceso de criopreservación; la yema
de huevo protege la célula frente al shock por cambios de temperatura, causa principal de
muerte espermática.
El presente trabajo se llevó a cabo en la Hacienda Altamira, ubicada en el municipio de Santa
Rosa de Cabal, departamento de Risaralda, donde se contó con 2 toros de raza holstein, con
los que se realizó el estudio de la comparación del efecto de la yema de huevo de codorniz,
pata y gallina sobre las variables espermáticas antes y después de ser crio-preservado. Para tal
investigación se tomaron cuatro muestras de semen de cada toro con un intervalo entre
muestras de 8 días y se analizó por examen macroscópico y microscópico cada eyaculado,
posteriormente se realizó el proceso de dilución con cada uno de los tratamientos y el control,
se crio-preservaron las pajillas y después se realizó el proceso de descongelación evaluando
parámetros como motilidad individual, viabilidad, integridad acrosomica y morfología, luego
se procedió a promediar y estandarizar los resultados mediante el método estadístico ANAVA.
De esta manera se pudo determinar que el adicionante al diluyente yema de huevo de
codorniz, obtuvo mejores resultados en porcentajes de motilidad, cantidad de espermatozoides
vivos y presencia de espermatozoides anormales. Sin embargo en cada una de las morfoanomalías, tanto mayores como menores, no hubo diferencia entre los tres adicionantes al
diluyente.

Palabras clave: Crio-preservación, diluyente, inseminación, espermatozoide.
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Abstract

Diluents used for cryopreservation of seminal material were improved in the passing years in
order to increase the viability of sperm cells after refrigeration processes and subsequent
cryopreservation. It is found constantly Literature with adding diluents of various origins, seeking
the same goal
The present work was carried out in the Altamira ranch, located in the town of Santa Rosa de
Cabal, Risaralda department, where it was counted with 6 bulls breed Holstein, with the study of
the comparison effect was held the quail egg yolk, leg and chicken on the spermatic variables
before and after being cryopreserved .
for this research three samples of semen from each bull was taken with a sample interval of eight
days, and it was analyzed by macroscopic and microscopic each ejaculate examination, then the
process of dilution with each of the treatments and control was held, were cryopreserved straws
and then thawing process was conducted to evaluate parameters such as individual motility,
viability, vigor, morphology and acrosome integrity. The results of each ejaculate were
expressed in percent, after averaging and standardizing by the statistical model analysis of
variance (ANAVA in Spanish). Thus it was determined that there were no significant differences
between treatments or between treatment and control group (p>0.05).
It was observed that the diluent adding quail egg yolk, obtained better results in percentages of
motility and viability; however there was no difference between the three adding diluent to the
presentation of both major and minor

Key words: cryo-preservation, diluent, bull, egg yolk, sperm
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INTRODUCCIÓN

Trabajos de investigación técnica y científica han demostrado que en sistemas de producción
de leche y carne, la fertilidad es el factor más importante desde el punto de vista económico
(Hansen, 2002) y éste factor está ligado en gran porcentaje al macho, ya que si éste presenta
problemas de fertilidad, un lote o grupo de hembras se verá afectado, a diferencia, si una
hembra presenta estos problemas, sólo es afectado un individuo de un grupo, en consecuencia
las pérdidas económicas son menores.
Desde el descubrimiento de la acción crioprotectora del glicerol sobre los espermatozoides, la
inseminación artificial con semen congelado comenzó a practicarse de forma generalizada en
la especie bovina. La evolución favorable de esta técnica ha permitido de una forma más
rápida que la monta natural la difusión de los caracteres genéticos mejorantes de las
producciones animales.
Un tema que ha preocupado a los investigadores es cómo poder evitar mortalidad espermática
en el proceso de congelación-descongelación, por ello se han desarrollado diversos protocolos
y diferentes diluyentes y adicionantes a los mismos que permitan mejorar las variables
espermáticas, obteniendo mayor número de espermatozoides viables al momento de congelar
y al momento de descongelar el material para ser usado técnicas biotecnológicas como la
inseminación artificial y la fertilización in vitro.
La yema de huevo de gallina ha sido utilizada porque sus lipoproteínas tienen la capacidad de
proteger el espermatozoide de los cambios de temperatura generados por el proceso de
criopreservación y posterior descongelación de dicho material biológico. Se buscó por ende
investigar la acción de las lipoproteínas de yema de huevo de pata y codorniz sobre las
variables de calidad espermática en toros de la raza holstein, esperando obtener mayor
viabilidad en el proceso de dilución, congelación-descongelación del material seminal.

1

1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Comparar el efecto de la yema de huevo de codorniz, pata y gallina como adicionante al
diluyente, sobre la calidad de las variables espermáticas de toros holstein antes y después del
proceso de criopreservación.

1.2 Objetivos específicos
 Comparar la motilidad individual, viabilidad, morfología e integridad acrosomica adicionando
yema de huevo de pata (T1), yema de huevo de codorniz (T2) y yema de huevo de gallina
(control) al diluyente usado para el proceso de criopreservación de material seminal de toros.
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2. MARCO TEÓRICO
En las últimas décadas, la inseminación artificial (IA) ha demostrado ser la tecnología
reproductiva que más ha contribuido a acelerar el progreso genético de las diferentes especies
ganaderas, especialmente del ganado vacuno de aptitud láctea (Muiño y col, 2005) y cárnica.
La fertilidad de los toros destinados a un programa de inseminación artificial condiciona la
producción de carne o leche y por ende incide en la rentabilidad de los hatos ganaderos. Dada
esta importancia de los reproductores, se investiga constantemente sobre los protocolos de
crio-preservación de material seminal que permitan aumentar la viabilidad de las células
espermáticas durante todo el proceso de congelación-descongelación.

2.1. Crio-preservación
La historia científica de la crio-preservación de semen se remonta a 1677, cuando una carta
escrita por Antonie van Leeuwenhoek a la Real Sociedad de Londres reporta su hallazgo de
haber encontrado células móviles en el semen humano (Van, 1677).
Los primeros en usar inseminación artificial (IA) fueron los árabes en el siglo XIV, pero los
primeros datos que se tienen son del fisiólogo italiano Lauro Spallanzani que insemino una
perra quedando está preñada en 1779, unos años más tarde según Bearden (1982) en 1803
Spallanzani informa que el esperma enfriado con nieve no muere solo se inmoviliza y que
puesto en calor recupera su movilidad por unas horas.
Luego en 1866 otro italiano, Mantegazza, reporto sus hallazgos de que el semen puede ser
preservado al reducirse la temperatura. Además, el escribió: “Si el semen humano puede ser
preservado por más de 4 días a la temperatura que se derrite el hielo sin pasar por ningún
cambio, de seguro que los investigadores del futuro podrán mejorar la calidad de los caballos y
vacas, sin tener que pagar mucho dinero por el transporte de los sementales. Sera fácil llevar a
cabo inseminaciones artificiales con semen congelado enviado de una localidad a otra.
También es posible que el marido que muere en la guerra pueda fertilizar a su mujer y tener
descendencia, inclusive después de su muerte” (Mantegazza P., 1866).
En 1940 Phillips y Lardy descubren un medio nutritivo para diluir el eyaculado (Bearden,
1982) y en 1942 Salisbury ideo un diluyente de semen a base de citrato de sodio y yema de
huevo, que resulto de fundamental importancia debido a que evita el shock frio de los
espermatozoides sometidos al congelamiento y a lo que se le debe la difusión de la
inseminación artificial. (Oka, 2001).
Después de la 2° guerra mundial, J.O. Almquist fue el primero en comunicar el uso de la
penicilina para el control de los contaminantes bacterianos del semen (Bearden, 1982)
En 1940 se hicieron varios intentos para congelar el semen solamente bajando su temperatura,
pero dieron como resultado una recuperación muy baja como consecuencia de la formación de
cristales de hielo en el interior de los espermatozoides. En esa época no se daba importancia a
la acción de las sustancias crioprotectoras, y los primeros intentos para evitar la formación de
3

cristales de hielo fue el uso de la vitrificación, un proceso de congelamiento tan rápido que no
permite que se formen los cristales (Polge y col, 1949)
Lo que realmente cambio las técnicas de congelamiento de semen fue el descubrimiento hecho
por Parkers y Polge cuando en 1952 adicionan con éxito la glicerina al diluyente como medio
de protección del espermatozoide al encontrar que si se mezclaban los espermatozoides con
glicerol y se dejaba así durante una noche antes de la congelación los resultados de este
proceso serian mejores, en este tiempo los espermatozoides absorben el glicerol para
remplazar cierta cantidad de agua de la célula; a este periodo se le conoce en la actualidad
como tiempo de equilibrio (Bearden, 1982).
En 1957 el servicio de reproductores americanos inicio el uso de nitrógeno líquido como
refrigerante para la congelación y almacenamiento del semen (Carballo, 2005).









2.2 Diluyentes de semen
Una vez establecida la calidad del eyaculado se procede a realizar la dilución utilizando
diluyentes que garanticen como mínimo la fuente de energía, proteger contra el shock térmico,
mantener el pH, la presión osmótica y controlar la proliferación bacteriana (Vera y Muñóz,
2005).
Desde el descubrimiento del glicerol como agente crio-protector efectivo y del establecimiento
de las técnicas básicas de criopreservación, el semen de una variedad de especies se congela y
se utiliza con éxito en la inseminación artificial (Vallecillo, 2011)
Los diluyentes utilizados para la congelación del semen bovino debe tener los siguientes
ingredientes (Muiño, 2008) para mantener la viabilidad de las células espermáticas en todas
las etapas del proceso de crio-preservación, como lo son: primera dilución, segunda dilución,
tiempo de equilibrio, vapores de nitrógeno y la introducción directa en nitrógeno líquido:
Agua bidestilada o ultrapura, como disolvente para el resto de los componentes.
Sustancias ionicas y no iónicas para mantener la osmolaridad y amortiguar el pH del medio
Materiales orgánicos, generalmente yema de huevo o leche, con capacidad para prevenir
atenuar el shock por frio.
Agentes crioprotectores, normalmente el glicerol
Azucares simples como fuente de energía, o di- y trisacáridos como crioprotectores
adicionales.
Antibióticos para controlar el crecimiento bacteriano
Y opcionalmente otros aditivos, como enzimas, detergentes o aminoácidos que puedan
mejorar la fertilidad.

2.3 Funciones de los ingredientes en los diluyentes
 El glicerol: es el crioprotector más usado en los protocolos de congelación. Esta sustancia
ocupa simultáneamente la membrana y los compartimientos extra e intracelulares (Mazur,
1984). Aumenta la osmolaridad del medio externo, disminuye la concentración de sales y
4

aumenta el agua extracelular sin congelar a bajas temperaturas, aumentando los canales de
agua descongelada (Amann y Pickett, 1987). También ejerce un efecto directo en la
permeabilidad de la membrana plasmática, disminuyendo su fluidez al formar uniones con las
proteínas (Parks y Graham, 1992).
En la congelación de semen bovino, la totalidad de trabajos publicados utilizan el glicerol
como crioprotector principal en una concentración óptima del 7% (Vallecillo, 2002), aunque
se considera también que ésta concentración está influenciada por otros componentes del
diluyente (Woelders, 2003).
 La yema de huevo: Phillips (1939) fue la primera persona que publicó que la yema de huevo
era un valioso aditivo para el mantenimiento de la capacidad fecundante de los
espermatozoides. Según Muiño (2008), se considera como una sustancia orgánica protectora
del espermatozoide frente al shock por frío, posee alto poder amortiguador sobre la membrana
espermática y acrosomica de los espermios (Vallecillo, 2002). Las anteriores investigaciones
reportan el uso de la yema de huevo de gallina para el proceso de criopreservación de
espermatozoides.
La yema es la porción amarilla del huevo, está recubierta por la membrana vitelina que la
separa de la clara y la protege de una posible rotura. El color está determinado principalmente
por la dieta del ave. Puede presentar una mancha rojiza, que corresponde al disco germinativo,
a partir de la cual se desarrollaría el pollo en caso de que el huevo hubiera sido fecundado.
Es una dispersión de diferentes tipos de partículas suspendidas en una solución proteica. La
cantidad de proteína sobre sustancia seca es de 31,1% y la grasa del 65.8%, con gran cantidad
de lipoproteínas de baja densidad (LDL) ricas en colesterol.
La fase continua (78%) está formada por un extracto seco de proteínas globulares y LDL,
mientras que la fase dispersa (20%) lo está con proteínas globulares y lipoproteínas de baja
densidad (HDL) (Ortega, 2010).
Los principales constituyentes de la yema de huevo son:
*Proteínas:
- La principal proteína de la yema de huevo es la vitelina. Además, contiene:
- Fosfivitina (4%): es una proteína con grandes cantidades de fósforo, rica en serina (30%), no
contiene cisteína y fija fácilmente el hierro.
- lipovitelina (68%): es una proteína alta en azufre, lipoproteína de alta densidad (HDL) rica
en cisteína. Presenta un 20% de lípidos (dos tercios de fosfolípidos y uno de colesterol, lípidos
neutros y triglicéridos).
- Lipovitelenina (16%): es una lipoproteína de baja densidad pobre en cisteína. Presenta un
88% de lípidos (un tercio de fosfolípidos y dos de lípidos neutros y colesterol). Existen restos
glúcidos, hexosas y ácido neuramínico.
- Livetelina (10%): proteínas globulares alfa, beta y gamma.
- Ovovitelina: rica en aminoácidos fosforilados y azufrados. Coagula por acción de la
quimosina. (Ortega, 2010).
En la fase acuosa de la yema se encuentra dispersa solo una pequeña cantidad de vitelina. En
partículas suspendidas llamadas gránulos, se encuentran proteínas y grasas.
5

En la fase solida se han observado tres tipos de partículas: esferas, gránulos grandes que
contienen grasa en forma esterificada y colesterol; micelas que contienen casi el 90% de los
triglicéridos en forma de microemulsión. En el centro de la micela se encuentra una gota de
grasa rodeada por una capa de fosfolípido y proteína.
La yema de huevo posee unas fracciones lipídica y proteica (fosfolípidos, lecitina y cefalina)
que han demostrado tener un efecto crioprotector frente al choque térmico durante el proceso
de refrigeración, congelación y descongelación. Hecho conformado por Blackshaw (1954),
citado por Andrade Martins (2005), quien precisó que la lecitina era el principal fosfolípido
protector.
La lecitina fue descubierta por primera vez en la yema de huevo, aunque lo que se aisló
principalmente en ese momento fue fosfatidilcolina. Por eso en muchas ocasiones se usa el
término lecitina como sinónimo de fosfatidilcolina. En cuanto a la estructura química contiene
mayoritariamente ácido palmítico o ácido esteárico en la posición del C-1 y principalmente los
ácidos grasos insaturados de 18 carbonos oleico, linoleico o linolénico en la posición de C-2;
también participa en la esterificación del colesterol de las lipoproteínas de alta densidad,
gracias a la acción de la enzima LCAT que convierte al colesterol en éster de colesterol al
mismo tiempo en que la fosfatidilcolina es modificada a lisofosfatidilcolina (Nelson, David y
Lehninger, 2000).
Varios investigadores confirman la acción protectora de la yema de huevo en el proceso de
dilución, congelación y descongelación, mejorando la motilidad, la integridad del acrosoma, la
supervivencia y la fertilidad (Holt, 2000).
Desde 1979, Watson propuso que los espermatozoides son protegidos por un recubrimiento
reversible y sugirió que las proteínas de la fracción lipoproteica se unen a la superficie de la
membrana, evitando la pérdida de fosfolípidos de membrana durante el proceso de
criopreservación.
Se ha propuesto además un mecanismo de crioprotección de las membranas espermáticas por
parte de la fracción lipoproteica de baja densidad de la yema de huevo, ésta fracción posee
gran afinidad por las proteínas del plasma seminal bovino; esta unión se produce de forma
rápida, saturable, específica y estable y permanece así durante el proceso de congelación y
descongelación (Manjunath y col., 2002).
El estudio de las proteínas del plasma seminal ha permitido descubrir las bondades de la yema
de huevo en el proceso de criopreservación, con el fin de incrementar la viabilidad
espermática post-descongelación (Barrios y col., 2000 y Moura y Hasan, 2006).
El plasma seminal es una compleja mezcla de secreciones originadas en los testículos, el
epidídimo y las glándulas sexuales accesorias. Este complejo contiene gran cantidad de
polipéptidos de los cuales algunos se adsorben al espermatozoide y por consiguiente tienen un
papel importante en la habilidad fertilizante del mismo (Rueda, 2011).
Se ha propuesto que las proteínas BSP cubren la superficie del espermatozoide por interacción
con fosfolípidos que contienen fosforilcolina, esto previene la capacitación prematura del
mismo (Manjunath y Sairam, 2002). El espermatozoide no capacitado viaja a través del tracto
reproductivo de la hembra donde encuentra lipoproteínas de alta densidad (HDL). Las HDL
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retienen a las proteínas BSP que están unidas a la superficie del espermatozoide y éstas a su
vez secuestran el colesterol para luego dejar la superficie del espermatozoide.
El mecanismo por el cual se da el flujo de colesterol cuando las HDL se enlazan a la
membrana del espermatozoide aún no está claro. La pérdida de colesterol en la membrana
causa una alteración en la permeabilidad y permite la entrada de calcio con la consiguiente
activación de la fosfolipasa A2. Dado lo anterior, es posible que las proteínas BSP no solo
previenen la capacitación del espermatozoide sino que también promuevan la capacitación del
mismo (Manjunath, 2002).
Durante la criopreservación, la distribución de fosfolípidos y proteínas en la membrana
plasmática se altera y provoca una capacitación prematura del espermatozoide, disminuyendo
su viabilidad. Los estudios revelan que los cambios de temperatura afectan la integridad de las
células en niveles estructurales por la rotura mecánica de la membrana y por la redistribución
de los fosfolípidos en la misma (Watson, 1999 y Moussa y col., 2001).
Estos daños se han intentado disminuir mediante el uso de diferentes crio-protectores. El más
empleado ha sido la yema de huevo por su contenido de lipoproteínas de baja densidad (LDL),
la cual es la responsable del efecto crioprotector (Gil y col., 2003 y Forouzanfar y col., 2010).
Las lipoproteínas de baja densidad (LDL) de la yema de huevo, al unirse a las proteínas del
plasma seminal presentes en el semen, neutralizan su efecto perjudicial sobre las membranas
espermáticas protegiéndolas durante el enfriamiento y la congelación (Manjunath y col.,
2002).
Con respecto a la concentración óptima de LDL, los mejores resultados de motilidad
espermática se obtienen cuando se utiliza el LDL al 8% (Mousa y col., 2002).
El uso de yema de huevo de codorniz lo reportan en un estudio del proceso de
criopreservación de semen de burro usando como adicionante al diluyente yema de huevo de
codorniz, experimento que se realizó en 1996 en Francia por Trimeche y col., en el cual el
dilutor contenía 2% de yema de huevo de codorniz y 4% de glicerol. La composición química
de la yema de huevo de codorniz es muy similar a la yema de huevo de gallina; no obstante, la
primera posee mayor proporción de fosfatidilcolina y menor proporción de
fosfatidiletanolamina, además de mejor índice de ácidos grasos poliinsaturados (Trimeche y
col., 1997). Basados en estas diferencias emplearon diferentes concentraciones de yema de
huevo de los dos tipos (gallina y codorniz), encontrando mejores resultados para el semen
congelado conteniendo 10% de yema de huevo de codorniz.
 Fuentes de energía: La energía es de suma importancia para la motilidad de los
espermatozoides. La mayoría de los diluyentes contienen glucosa como principal fuente de
energía, aunque otras fuentes como galactosa, fructosa, ribosa y trealosa han sido utilizadas sin
tener muchas ventajas sobre la glucosa. (Maqueda, L. 2004).
 Buffers: El pH de la fracción rica del semen es 6.8 a 7.4 y de la fracción post-espermática es
7.0 a 7.6. Los espermatozoides y las bacterias contenidas en el semen, producen algunos
metabolitos como ácido láctico, por lo que las substancias buffer son necesarias en la
preservación del semen. Buffers simples como el bicarbonato de sodio tienen una acción
7

limitada, mientras que substancias como el ácido 3N-Morfolino propanesulfónico (MOPS) o
el ácido N-2-hidroxietil piperazin-N-2-etanosulfonico (HEPES) tienen una mejor
acción. (Maqueda, L. 2004).
 Electrolitos: Se utilizan para regular la presión osmótica, principalmente el cloruro de potasio
y el cloruro de sodio. (Maqueda, L. 2004).
 Antibióticos: Los antibióticos más utilizados actualmente son gentamicina, lincomicina,
neomicina y espectinomicina. (Maqueda, 2004).
 Estabilizadores de membrana: Se adicionen con el fin de prevenir o retardar alteraciones no
deseadas en la estructura y la función de las membranas de los espermatozoides. Las
principales substancias utilizadas son seroalbúmina bovina (BSA), hidroxitolueno butilado
(BTH), etilén disódico diamino tetraacetato (EDTA), polivinil pirrolidona (PVP-40), y alcohol
polivinílico (Maqueda, 2004).

2.4 Factores que pueden afectar la calidad seminal
Los factores que pueden llegar a afectar la calidad seminal en toros son variados y el momento
en que la afección sobre la calidad seminal se presenta puede ser de gran orientación para
entender qué ocurre, qué consecuencias en el estatus reproductivo del toro se pueden llegar a
presentar, y si la tiene, cuál sería la solución (Lozano, 2009).
Es importante, por tanto, recordar cómo se forman los espermatozoides (espermatogénesis)
una vez se inicia la pubertad, al igual que algunos de los mecanismos de protección que tanto
los espermatozoides como el plasma seminal poseen para que la calidad no se vea afectada en
el toro ya sea por monta directa o a través de alguna biotecnología reproductiva. La calidad del
semen criopreservado se puede ver afectada en una mayor forma que el semen fresco, y aún
mucho más cuando este semen es requerido para tecnologías como la fertilización in vitro e
inyección intracitoplasmática (ICSI ), entre otras. Los factores que pueden afectar la calidad
seminal son tanto infecciosos como no infecciosos (Lozano, 2009).
2.4.1 Infecciosos Virales
Los virus han sido detectados a nivel testicular, y encuentran en la barrera hemato-testicular
un adecuado mecanismo para evitar los dispositivos de defensa y los posibles tratamientos que
se lleven a cabo para atacarlos, lo que conlleva que el testículo se convierte en un adecuado
reservorio para los virus entre otros agentes infecciosos (Chenoweth, 2007).
El herpes virus bovino (BHV-1) causante de la Rinotraqueitis bovina infecciosa (IBR) puede
estar presente en el semen de toros subclínicamente infectados y los cuales son sero-negativos
(Chenoweth, 2007).
La familia de herpes virus ha sido detectada dentro del espermatozoide de especies como el
hombre, y se pueden replicar a nivel testicular pero no necesariamente dentro del epitelio
seminífero. Siendo un virus que sobrevive a la criopreservación, se ha planteado tratamiento
del semen previo a la congelación con elementos como tripsina en forma similar a los
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embriones, con el inconveniente de que se altera la membrana plasmática de los
espermatozoides (Silva y col., 2000).
Igualmente, se plantea el uso de diluyentes para criopreservación con gammaglobulinas donde
se reduce el riesgo de infección de semen contaminado y no se afectan los espermatozoides en
motilidad y morfología (Silva y col., 2000).
El virus de la diarrea viral bovina (DVB) puede ser transmitido en el semen en alta
concentración pero no se ha asociado con alteración en la morfología espermática. El virus
puede ser aislado de las glándulas sexuales accesorias, de los testículos y del semen (Fray y
col., 2000).
Se ha reportado cómo un toro seropositivo y aun no virémico, evacúa persistentemente virus
en el semen. Esta situación permitiría que en un toro que se infecta antes de la pubertad, donde
aún no se ha terminado de formar la barrera hemato-testicular, el virus se replique dentro de
los testículos evadiendo al sistema inmune (Niskanen y col., 2002),
Este virus (BVDV) puede sobrevivir la criopreservación causando infección en hembras, y se
asocia con infertilidad especialmente en novillas, causando fallas a nivel de la concepción y
permitiendo adicionalmente una mayor difusión del virus (Niskanen y col., 2009).
Otro virus que a la fecha es exótico en Colombia, es el orbivirus de la Lengua azul (BTV), el
cual se elimina en el semen en alta concentración y se asocia con defectos de los
espermatozoides, siendo detectadas partículas virales en el núcleo de los espermatozoides del
toro afectado (Chenoweth y col., 2000).
2.4.2 Infecciosos no virales
Otro tipo de microorganismos distintos a los virus y que pueden afectar la calidad del semen
son los Mycobacterium, siendo el avium subespecie paratuberculosis eliminado por el semen
y aislado de órganos reproductivos de toros infectados; aunque no está completamente
determinado si el semen puede o no transmitir la enfermedad vía uterina (Herthnek, Englund y
Willemsen, 2006).
La leptospirosis se constituye en una importante causa de infertilidad en bovinos, siendo la L.
interrogans, borgpeterseneii y kirschneri, con sus respectivos serovares, las más
representativas en medicina veterinaria. Los toros infectados pueden eliminar Leptospira en
semen y orina durante meses y transmitiendo la enfermedad por monta directa; además de que
en algunos casos esta espiroqueta puede sobrevivir a la criopreservación (Sanderson y Gnad,
2002).
Tanto Ureaplasmas como Mycoplasmas se adhieren al espermatozoide por mediode
receptores específicos, que en el casodel Ureaplasma diversum es un sulfoglicolipidoy pueden
inducir fragmentación de lDNA ya sea por decondensación denaturación o por rompimiento
de bandas de DNA, lo cual no muestra un daño espermático inmediato, pero sí problemas en el
desarrollo y la implantación embrionaria (Miller y col., 1994).
Se ha comprobado que semen infectado con Micoplasma mycoides, durante el proceso de
incubación para realizar fertilización in vitro, redujo la eficiencia del tratamiento con calcio
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ionoforo (proceso rutinario). Adicional a esto, los espermatozoides a nivel de sus microtúbulos
del axonema muestran alteración morfológica y defectos estructurales. Esto representa una
franca disminución en la motilidad espermática como consecuencia de anormalidades de la
pieza media (Sylla y col., 2005).
Durante el desarrollo de embriones in vitro se aprecian menores tasas de desarrollo, y se
observan partículas adheridas a la zona pelúcida, especialmente en el estado de dos-cuatro
células. (Lozano, 2009).
Se han realizado diferentes tratamientos antibióticos en toros infectados con
Mycoplasmabovis, tanto en forma parenteral, como a nivel del semen fresco previo a llevar a
cabo criopreservación, dando resultados poco alentadores y apreciando una reducida
disminución en las colonias del microorganismo una vez el semen fue descongelado (Visser y
col., 1999).
En lo que hace referencia a la flora bacteriana a nivel del semen antes y después de la
congelación, encontraron como las bacterias más frecuentes, E.Coli, Staphylococcus aureus y
otros Staphylococcus. (Givens, 2008).
En el semen descongelado se encontró que el 80% de las muestras fueron negativas a unidades
formadoras de colonias (UFC), pero un 20% de las muestras resultaron positivas (Lozano,
2009)
Así mismo, en las mejores condiciones de recolección de semen se presenta una
contaminación superior a 1x104 UFC/ml. No hay datos que permitan correlacionar este tipo de
crecimiento bacteriano y alteraciones de la fertilidad del toro (Givens, 2008)
Dentro de la calidad bacteriológica aceptada para pajillas de semen congelado se espera
obtener un recuento menor a 500 UFC totales. (Lozano, 2009)
El rápido desarrollo de las vesículas seminales al llegar los toros a la pubertad predispone a la
presentación de infección de origen hematógeno en estas glándulas sexuales accesorias, siendo
observadas vesiculitis entre 2-10% en toretes entre 1 y 2 años de edad. Habiéndose postulado
como dietas ricas en energía y con consecuentes episodios de ruminitis, son causa primaria de
vesiculitis en toretes (Martínez, Barth, 2007). La evaluación del semen de estos animales, y de
cualquiera que presente vesiculitis, muestra pus y/o leucocitos, dando lugar a una alteración en
la calidad por un marcado aumento de ROS (reactive oxigen species), y el semen se ve
sometido a un alto grado de estrés oxidativo. (Lozano, 2009)
El caso más crítico es cuando la vesiculitis se debe a Brucela sp, con el impacto que
presentaría sobre la salud pública. (Lozano, 2009)
Existen otra serie de agentes infecciosos tales como PI3 (Parainfluenza 3), Trichomonaf,
Campylobacter f, Brucella, entre otros, los cuales afectan de una u otra forma la calidad
seminal. (Lozano, 2009)
2.4.3 No infecciosos
2.4.3.1 Factores medioambientales
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El estrés calórico, sumado a la humedad, impiden que los mecanismos termorreguladores del
toro sean capaces de mantener un equilibrio que no afecte la calidad seminal (Chacon, 2001;
Brito y col., 2002).
Se ha reportado que la temperatura ambiental y la lluvia están correlacionadas positivamente
con el porcentaje de anormalidades espermáticas tanto en Bos indicus como cruces con Bos
Taurus a una temperatura superior a los 31 °C. (Lozano, 2009)
Spitzar J. (2000) argumenta que el mecanismo de daño por temperatura, es la hipoxia
testicular, esto se debe a que los testículos operan normalmente en un punto muy cercano a la
hipoxia y al ser activados los mecanismos de perdida de calor, hay vaso dilatación y aumento
de la actividad metabólica con una necesidad directa de incrementar el oxígeno, este
incremento de oxigeno es una tasa mayor que la del flujo sanguíneo por tanto los testículos se
tornan hipoxicos.
Además, según cita de Parks J. (2003) reporta que el calentamiento de los testículos provocan
que los espermatocitos en la fase meiotica sean destruidos y se den alteraciones en las
transformación de espermatozoides a espermatozoides, principalmente cambios en la
condensación de la cromatina nuclear, formación de la cola y desarrollo del casquete
acrosómico de los espermatozoides. Al igual se ve afectado el epidídimo y sus funciones
normales absorbentes y secretoras que ocasionan cambios en la composición de los fluidos, e
incrementan la tasa de paso espermático que conlleva a una prematura maduración
espermática.

2.4.3.2 Razas
La explicación de por qué un toro Bos taurus disminuye su fertilidad comparado con un toro
Bos indicus, cuando se encuentra en condiciones tropicales se entiende en el hecho de
presentar un alto índice de estrés oxidativo. Este ocurre a nivel intratesticular y dará lugar a
una inadecuada calidad del semen una vez se obtenga un eyaculado tanto por monta directa o
por colecta (Nichi y col., 2006).
Algunos autores reportan que los toros Bos indicus presentan siempre una menor producción y
menor calidad espermáticas, sin importar bajo qué condiciones se encuentran en comparación
con los Bos Taurus (Fields y Cornelisse, 1982).
2.4.3.3 Genes recesivos
Morales, 2013, cita que las razas bovinas al igual que cualquier especie tienen caracteres
deseables e indeseables y en sus cromosomas hay genes recesivos indeseables, algunos letales
o altamente deletéreos que se encuentran en forma heterocigótica y que tienen mayor
oportunidad de manifestarse en los casos de consanguinidad.
De igual forma Barth A. (2000) reporta como defectos hereditarios el síndrome de cabeza
plegada, cresta nuclear, cabezas gigantes, debilidad de la membrana, mitocondrias y
separación de la membrana mitocondrial, estas últimas que ocasionan casos de
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espermatozoides decapitados, con defectos de pieza distal doblada y defecto dag. Los cuales
fueron diagnosticados en animales Holstein, Jersey y Herefort.
2.4.3.4 Edad
En general, las razas Bos taurus son precoz en desarrollo sexual y, por tanto, su calidad
seminal en animales menores de 2 años es mejor en cuanto a motilidad, morfología y
concentración. La alta prevalencia de gotas citoplasmáticas proximales en toros cebú Brahman
de 2 años de edad puede ser el resultado de inmadurez sexual de este tipo de razas comparadas
a las Bos indicus bajo condiciones tropicales (Chacon, 2001).
Toros Holstein de 7 años de edad mostraron una mayor morfología espermática normal en
comparación con grupos de la misma raza de 3 y 5 años, mientras que para los mismos grupos
no hubo diferencias significativas (p<0,05) respecto a la motilidad espermática (Hallap, Haard,
et ál. 2004).
De otro lado, investigadores de este mismo grupo encontraron que la motilidad espermática en
toros Swedish red and White fue significativamente mayor en animales de 4 que de 1 año de
edad (p<0,01).
Los toros mayores, generalmente de más de 10 años de edad, presentan lesiones fibróticas en
los testículos, lo cual se traduce en una mala calidad espermática, especialmente en elevados
porcentajes de morfología anormal y en disminución de la concentración (Lozano, 2009)
Una de las posibles explicaciones de esta fibrosis para toros criados en condiciones de trópico
es la distensión testicular y escrotal como componente del mecanismo de termorregulación,
generando un trauma permanente a nivel del parénquima testicular (Angarita, 2000).
Otros autores no relacionan los grados de fibrosis testicular con mala calidad seminal, y
aducen la presentación de este tipo de fibrosis a la aplicación de algunos tipos de vacunas para
controlar entidades respiratorias (Barth y col., 2008).

2.4.3.5 Los factores nutricionales
La acidosis ruminal, al inflamar la mucosa del rumen, ésta se vuelve permeable a
microorganismos habituales del rumen, que vía sanguínea colonizan vesículas seminales,
provocando "severas seminovesiculitis" (Munar, 2005)
La acidosis altera la composición de la flora bacteriana ruminal, estas bacterias producen
endotoxinas que por vía sanguínea provocan la congestión de los tejidos blandos de la pezuña,
laminitis o infosura. Los animales aparecen rengos, surgen deformaciones de la pezuña,
chapinudos o pezuñas con forma de zapato chino, y actitudes posturales anormales (Munar,
2005)
Hígado graso, degeneración grasa del tejido hepático que afecta el metabolismo general y por
lo tanto también el de las hormonas esteroides sexuales (progesterona, estrógenos,
testosterona). El tejido graso produce hormonas esteroides, que participan del desequilibrio
hormonal y afectan la gametogénesis (Munar, 2005)
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La grasa escrotal que afecta la termorregulación testicular, y la normal espermatogénesis.
Impotencia copulatoria por exceso de peso, dolores esqueléticos y pezuñas debilitadas por
secuelas de infosura. Lívido disminuida por combinación de todos los factores mencionados
(Munar, 2005)

2.4.3.6 El estrés
Aun cuando se tienen diferentes interpretaciones de estrés Echeverri J. (2003) lo define como
aquel estado generado por toda situación interna o externa que perturbe el equilibrio físico y
aún social del animal, creando tensión y tendiendo a colocar los mecanismos de defensas del
mismo en un estado de alerta y actividad que le permitan responder ante situaciones adversas.
Se clasifica en dos grupo: estrés ambiental y por manejo. El estrés ambiental incluye a la
temperatura del ambiente, al frío y/o frío calor, al viento y a la humedad. El estrés por manejo
incluye a la densidad animal, a los procedimientos de manejo, al flujo de animales, a la
interacción entre animales de la misma o diferente especie y la condición social existente,
como: angustia psicológica inespecífica, ruido; trauma físico, etc. La combinación de ambos
tipos de estrés, actúan como estresantes, lo cual compromete el bienestar animal y desempeño
reproductivo. (Córdova, 2008)
La exposición directa del testículo a temperaturas altas, provoca alteraciones en ciertas etapas
críticas del ciclo espermatogénico, lo cual también está directamente relacionado con la
calidad del eyaculado. (Córdova, 2008)
Además, según cita de Spitzar L. (2000), se provoca un aumento de espermatozoides con
anormalidades de cabeza, periforme, alongados y estrecha. En casos severos podría provocar
una azoospermia.
2.4.3.7 Alteraciones técnicas o defectos del manejo de semen
Cuando se trata de manejo de semen es de suma importancia tener en cuenta que el semen
indica la capacidad de fecundación y las condiciones generales de salud y del aparato
reproductor (Paparella, 2001). Dependiendo del resultado indica que tan viable es el animal
para reproducción, teniendo en cuenta si se acepta o se descarta.
Para evaluar la calidad de semen hay que verificar que la toma del mismo sea de la mejor
manera posible para no ir a tomar una decisión incorrecta que perjudique el hato.
El manejo de la temperatura, exposición a los rayos directos del sol, orina, contaminación de
agua, con venenos (garrapaticidas, mata malezas, etc.), por estiércol e instalaciones
descuidadas y pozos sépticos. A su vez también por largos intervalos de tiempo entre la toma
de la muestra seminal y la evaluación de la misma, son algunos de los elementos que puede
incurrir en el daño la membrana mitocondrial lo que conlleva a afectar la movilidad
principalmente por flexión de cola (Barth, 2000).

2.4.3.8 Malformaciones congénitas
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La producción y fertilidad de los espermatozoides, se ve afectada por malformaciones
congénitas que van, según Hafez (1989), desde la ausencia del espitelio seminífero y
segmentos de los conductos wolffanes hasta el criptorquido y testículos ectópicos, entre otros.
Igualmente Barth A. (2000) , reseña que hay malformaciones congénitas que conllevan a
inhabilidades copulativas, como es el caso de la espondilosis lumbar, garrones débiles,
músculo retractor del pene corto o pene corto, frénulos peneanos, desviación espiral del pene,
etc.

2.5Mecanismos de protección seminal
Existen diferentes tipos de mecanismos que buscan proteger adecuadamente la calidad tanto
de los espermatozoides como del plasma seminal durante los procesos metabólicos naturales
que ocurren en el semen tanto en su estado en fresco como criopreservado o posdescongelado.
(Lozano, 2009).
El principal mecanismo que existe busca evitar la formación de ROS (Reactive oxygen
species), es decir, un estrés o proceso oxidativo (Peroxidacion), durante el cual están
involucrados fosfolípidos del espermatozoide, principalmente de la membrana interna del
acrosoma, de la pieza media (región mitocondrial) y la cola (Stradaioli y col., 2007).
El efecto de ROS y radicales libres se da al activarse la cascada de peroxidación lipídica
afectando principalmente ácidos grasos no saturados de la membrana plasmática del
espermatozoide causando pérdida de la función espermática y apoptosis celular. (Lozano,
2009)
Los principales efectos de esta peroxidacion lipídica incluyen agotamiento del ATP (Adenosin
trifosfato) dando como resultado la pérdida irreversible de la motilidad espermática, una
reducción de la fusión oocito/espermatozoide y daño en el DNA (Vaisberg y col., 2005).
El semen se constituye en un complejo sistema de reducción que busca que exista un adecuado
balance entre el potencial antioxidante del plasma seminal, y las células espermáticas y las
actividades prooxidativas como consecuencia del metabolismo espermático, particularmente
en condiciones no fisiológicas como cualquier evento de manipulación in vitro, lo cual
conlleva un aumento en la tasa de peroxidación lipídica espermática (Stradaioli, Noro et ál.
2007). Cuando estos mecanismos de defensa no logran mantener un equilibrio con respecto a
la formación del grupo ROS, es cuando se habla de estrés oxidativo (Nichi y col.,2006).
Los mecanismos de defensa antioxidativos incluyen un grupo complejo de enzimas entre las
que se encuentran la Dismutasa superoxidasa (SD), la catalasa, la Glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (G6PD), y especialmente la Glutatthione reductasa (GPx). (Lozano, 2009)
La localización de GPx se da a nivel del toro en los espermatozoides, testículos y epidídimo, y
se logra mediante análisis de inmunofluorescencia, existiendo una alta correlación entre la
actividad de esta enzima en el semen y el número de espermatozoides mótiles; mientras que
no existe actividad de esta enzima en el plasma seminal (Vaisberg y col., 2005).
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Una de las isoformas de la GPx es la PHGPx (Fosfolípido hidroperoxidasa glutatión
peroxidasa), la cual es una proteína Selenio dependiente con actividad antioxidante, evita la
apoptosis por el proceso de hidroperoxidación, e igualmente posee una función estructural
durante la espermatogenesis. (Lozano, 2009)
Existen mecanismos no enzimáticos tales como uratos, ácido ascórbico, vitamina E, taurina,
carotenos, piruvato y Glutation (GSH). Este último es un tripéptido presente en la mayoría de
las células, y tiene un papel protectivo intracelular contra el estrés oxidativo como cofactor
para la GPx que cataliza la reducción del agua e hidroperóxidos que resultan tóxicos. (Lozano,
2009)
El GSH está presente tanto en el plasma seminal como en los espermatozoides, y reduce sus
niveles significativamente durante la criopreservación de semen en el toro (Stradaioli y col.,
2007).
En toros, a diferencia de otras especies como el humano, es difícil encontrar niveles de
catalasas como elemento de evaluación de estrés oxidativo, a menos que se presente una alta
concentración de neutrófilos en la muestra. (Lozano, 2009).
Bajo temperaturas ambientales moderadas (20 °C), se considera que el testículo se encuentra
en el límite de la hipoxia testicular, donde un incremento de la temperatura ambiente da lugar
a un incremento en la temperatura testicular, de sus tasas metabólicas y, por tanto, de los
requerimientos de oxígeno. El parénquima testicular presenta algún grado de hipoxia, lo cual
incrementa los ROS (reactive oxigen species) por el mecanismo de isquemia reperfusión.
(Lozano, 2009).
El estrés oxidativo es causado por los ROS, lo cual puede ocasionar daño estructural a nivel
biomolecular, del DNA, de lípidos, carbohidratos y proteínas, así como de otros componentes
celulares (Nichi y col., 2006).
Los mecanismos por medio de los cuales se evalúa el estrés oxidativo son las TBARS
(tiobarbituric acid reactive substancies), siendo un método indirecto de cuantificación de dicho
estrés al medir la concentración del MDA (malondialdehyde) (Nichi, Bols, et ál. 2006),
(Lozano, 2009)
De otro lado, el plasma seminal bovino contiene un grupo amplio de proteínas (algo más de
50) –entre las cuales se encuentra una familia importante– que se conocen como BSP-A1/-A2
y BSP-A3, con masas moleculares que están entre 15 y 30 kDa, y que se denominan
colectivamente como proteínas BSP, las cuales se ha comprobado que se unen a IGF-II y se
encuentran involucradas en capacitación espermática. El grupo de proteínas que se une a los
péptidos IGF se denominan IGFBP (Asadpour, Alavi-Shoushtari, y col., 2007).
Otro grupo de proteínas tales como albúmina, clusterina, y un grupo de péptidos que
constituyen el llamado fluido seminal ácido-proteico, constituido por -aSFP, 5`nucleotidasa5`NT, phospholipasa A2- PLA2, participan en la protección de la membrana espermática, en
prevención del estrés oxidativo, en la destrucción espermática mediada por el complemento, y
como actividad microbiana; otras proteínas del plasma seminal bovino son la osteopontina y la
PLA2, que participan en la reacción acrosómica y la interacción oocito-espermatozoide,
mientras que las que participan en la interacción con la matriz celular son la clusterina y la
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metalloproteinasa 2 inhibidora de tejido; mientras que la aSFP y la espermaadhesina Z13,5`NT participan de la motilidad espermática. (Moura, Chapman, et ál. 2006)
Schmelzinger y col., (1982) caracterizaron el plasma seminal y sus proteínas en toros
calificando como buenos, regulares o malos con base en la tasa de no retorno de 225 vacas
inseminadas y tasas de producción de embriones in vitro. Este estudio no reveló una
correlación entre la actividad de las IGFBP en el plasma seminal de los toros y su capacidad
de fertilización in vivo e in vitro. (Lozano, 2009)
2.6. Termorregulación testicular
Es el mecanismo por medio del cual los testículos se mantienen entre 4 y 6 grados centígrados
por debajo de la temperatura corporal, siendo este un requerimiento para que se lleve a cabo la
espermatogenesis en forma adecuada. El testículo logra esta baja temperatura por medio de
cuatro sistemas:
• Plexo pampiniforme. Es la estructura vascular en la cual la arteria testicular y la vena se
encuentran íntimamente relacionadas, permitiendo que la sangre arterial que viene con la
temperatura corporal, sea enfriada por la menor temperatura que posee la sangre venosa que
viene del testículo.
• Músculo cremáster. Es un músculo estriado que se continúa con el oblicuo abdominal
interno. Su contracción y relajación permanentes permite el control de la temperatura corporal.
Este ascenso y descenso generado por el músculo cremáster facilita la acción del sistema
vascular por medio del plexo pampiniforme.
• Túnica Dartos. Este músculo liso que se encuentra debajo del escroto e íntimamente
relacionado con las túnicas vaginales parietal y visceral, permite la difusión de temperatura
hacia el exterior contribuyendo a la termorregulación.
• Glándulas sudoríparas. Se encuentran diseminadas a nivel de la piel y conectadas a través de
ramas del sistema nervioso autónomo simpático. Al haber un aumento de la temperatura
corporal o del escroto, el hipotálamo detecta estos cambios y se genera un arco reflejo que
estimula la sudoración escrotal, la cual permite que disminuya la temperatura por evaporación.
(Lozano, 2009)
Una inadecuada termorregulación que persista en el tiempo, puede dar lugar a alteraciones en
las características del tejido testicular, especialmente en los túbulos seminíferos, que se conoce
como degeneración testicular (Brito y col., 2004).
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Figura 1. Anatomía del testículo.
Fuente: hnncbiol.blogspot.com
2.7. Valoración de la calidad seminal
Hasta el momento no se ha conseguido un método de evaluación seminal in vitro, que al
utilizarlo solo o en combinación con otros sea capaz de predecir de forma segura la capacidad
fecundante de una muestra de semen. Sin embargo, debido a que la valoración in vitro de la
calidad seminal es muy importante en la valoración andrológica de los machos y es, además,
el mejor indicador del grado de conservación del semen congelado descongelado, se han
dedicado grandes esfuerzos al diseño de técnicas que midan la capacidad fecundante del
semen fresco y congelado (Olegario, Tamargo, Díez, 2005).

2.7.1 Forma tradicional
Las pruebas de laboratorio para evaluar la calidad seminal, según Hafez (1989).resultan ser
parámetros objetivo y subjetivo de sus características, que permiten predecir la fertilidad de
una muestra de semen.
Una valoración objetiva de la calidad seminal, debe enfocarse hacia el aspecto total de la
muestra. Spitzar (2000), define como aspectos inmediatos después de colectada la muestra, la
revisión de la motilidad, volumen, aspecto, pH, concentración. Igualmente Barth A. (2000)
señala que exámenes más detallados implican determinación de células anormales, tinción de
vivos y muertos, actividad metabólica y resistencia a condiciones medioambientales.

2.7.2 Examen macroscópico
2.7.2.1 Volumen
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La calidad del semen varía según las especies, el estado fisiológico, individuo, raza, edad,
tamaño, número de saltos, métodos de recolección, factores alimentarios, sanitarios y medio
ambientales. Existen algunos valores de referencia, tanto para el semen obtenido con vagina
artificial como para las recolecciones con electro eyaculador. (Morillo, Salazar y Castillo,
2012)
Se ha señalado, basado en experiencias con vagina artificial, que el eyaculado de un toro joven
tiene en promedio un volumen mayor a dos mililitros, mientras que un toro adulto tiene un
volumen mayor a cuatro mililitros. Las pruebas con electro eyaculador indican como valores
normales volumen superior a cinco a siete mililitros (Morillo, Salazar y Castillo, 2012).
2.7.2.2 Aspecto o consistencia
El eyaculado como tal, es un líquido denso, cremoso, ligeramente amarillento, que contiene
una suspensión de espermatozoides en un medio llamado plasma seminal (Chenowethlarg P,
2006).Depende de la concentración de espermatozoides y se mide por el mayor o menor grado
de opacidad que presenta la muestra de semen (Olivares, Urdaneta, 1985).

2.7.2.3 Color
Según Barth A (2000), posee una coloración blanquecina o ligeramente amarillenta y su
opacidad se halla en función de la concentración espermática. Los eyaculados muy buenos
tienen apariencia granulosa con una concentración de 750 a 1.000 millones o más de
espermatozoides por mililitro Buenos, semen opaco, lechoso con 400 a 750 millones de
espermatozoides por ml. Regular, semen con leche aguada con 250 a 400 millones de
espermatozoides por ml. Malo, semen translúcido y acuoso con menos de 250 millones de
espermatozoides por ml.
En algunos toros se puede observar eyaculados de color amarillento; esto corresponde a un
pigmento llamado riboflavina que se produce en las glándulas seminales y que es inocuo.
También se puede observar una coloración rojiza, la cual indica la presencia de sangre fresca,
mientras que un color pardo señala la presencia de sangre más vieja (hemolizada),
denominándose ambos tipos como hemospermia. Una coloración gris indica sucio. Los
eyaculados con muy pocos espermatozoides tienen una coloración amarillo-verdosa. El pus en
el eyaculado se reconoce frecuentemente por los flóculos (piospermia). (Morillo, Salazar y
Castillo, 2012)

2.7.2.4 Olor
Las muestras de semen recogidas higiénicamente de toros sanos y fértiles tienen un olor
catalogado como sui géneris, es decir, un débil olor aromático como a yema de huevo. Son
motivo de rechazo un olor urinoso o pútrido, el cual se produce luego de contaminación, por
ejemplo: materia fecal (Morillo, Salazar y Castillo, 2012)
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2.7.2.5 pH
El pH se determina mediante el empleo de una cinta colorimétrica, su valor varía entre 6,4 a
6,9; valores por encima de 6,9 son indicativos de semen de baja calidad (Olivares, Urdaneta.
1985)

2.7.2.6 Densidad macroscópica
Para la densidad macroscópica se ha establecido un criterio basado en intervalos de
concentración espermáticos, dependiendo de la opacidad de las muestras, lo cual indica una
mayor o menos concentración espermática.

Tabla 1. Densidad macroscópica con base en el número de espermatozoides por ml.
Densidad
Macroscópica
Azoospermico

Nº de espermatozoides

Oligospermico

Menor de 200 mill. Esp./ml

Ralo

200 – 500 mill. Esp./ml

Semidenso

500 – 800 mill. Esp./ml

Denso

800 – 1500 mill. Esp./ml

Densísimo

Mayor de 1500 mill. Esp./ml

0 espermatozoides en el eyaculado

Fuente: Morillo, Salazar y Castillo, 2012.
2.7.3 Examen microscópico
Barth A (2000), señala, para evitar las alteraciones técnicas por choque de frío, al momento de
evaluar la muestra microscópicamente, deben mantenerse las láminas sobre las cuales se
coloca la muestra a 37ª C a fin de evitar, se afecta la observación.

2.7.3.1 Motilidad
La motilidad es uno de los parámetros más importantes de la analítica seminal. Hasta hace
pocos años el estudio de la motilidad espermática se hacía exclusivamente mediante métodos
semicuantitativos. Estos métodos evalúan el porcentaje de espermatozoides móviles, así como
el tipo de movimiento que presentaba la media de una población espermática. Estas medidas
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ofrecen una descripción general de la motilidad espermática, pero la exactitud y precisión
están limitadas por las condiciones del sistema de medida y por la destreza del observador. A
pesar de ello, la valoración subjetiva de la motilidad hecha por personas experimentadas es de
gran valor, debido a que la información se presenta de forma inmediata, al tiempo que es un
método económico y de fácil ejecución. (Olegario, Tamargo, Díez 2005)

2.7.3.2 Motilidad masal
Barth A (2000) reseña que la motilidad masal es el resultado de la concentración espermática,
el porcentaje de células con movimiento progresivo y velocidad de movimiento de los
espermatozoides. Lo cual provoca movimientos de flujo y la existencia de verdaderas “olas”
de zoospermios, que al estar disminuidos o en baja concentración provocan disminución.
Palacio C. J. (2005) indica, que la observación se hace sobre una gota de semen de 5 a 10 mm
de diámetro, colocada sobre un porta objetos tibio y sin cubre objetos. (Fotografía 1) La
observación se realiza, con semen sin diluir y bajo un campo luminoso y con objetivo de 10X
observando varios campos microscópicos. (Fotografía 2)
El movimiento en masa dependerá de tres factores: concentración espermática, porcentaje de
espermatozoides móviles en progresión lineal y velocidad de progresión de los
espermatozoides (Morillo, Salazar y Castillo, 2012)

Figura 2. Colocación de gota de semen en el portaobjetos.
Fuente: fotografía del autor, 2013.

Tabla 2. Evaluación de la motilidad masal.
0
1
2
3

Muertos
Muy pobre
Pobre
Regular

Inmovilidad total
Movimiento individual
Movimientos lentos
Movimiento ondulado general, amplitud lenta de ondas
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Bueno
4
Muy bueno
5
Fuente: Hafez, 2000

Movimiento ondulado rápido, sin remolinos
Movimientos rápidos con remolinos y ondas

Figura 3. Observación microscópica (100X).
Fuente: Morillo, Salazar y Castillo, 2012.

2.7.2.4 Motilidad individual
La motilidad individual en una muestra de semen se expresa como el porcentaje (%) de células
móviles bajo un campo microscópico. Un espermatozoide de motilidad progresiva es aquel
que se mueve de un punto a otro en una línea más o menos recta. Gran parte de los
espermatozoides podrán tener otros tipos de motilidad; esto incluye movimientos circulares,
así como inversos, debido a anormalidades en la cola y a un movimiento de vibración o de
oscilación, asociado a menudo al envejecimiento. (Morillo, Salazar y Castillo, 2012)
Este seguimiento se hace en una superficie de 1 mm2 y una altura de 0.1 mm., lo cual se
consigue al colocar en un porta objetos perfectamente limpio y tibio una gota de 3 a 4 mm de
semen diluido y colocando una laminilla encima (Fotografía 4).
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Figura 4. Evaluación de la motilidad individual: Colocación de gota de semen diluido en el
portaobjetos.
Fuente: fotografía del autor, 2013.
Igualmente, la motilidad progresiva, según Palacio C. J. (2005) debe ser observada en un
aumento de 200 x – 500 x, preferentemente bajo contraste de fase, y los resultados se expresan
en porcentaje o en una escala de 1 a 5.
Según Salisbury (1978), Hafez (1989) y Barth (2001), la clasificación se muestra bajo
parámetros que se muestran en la Tabla 2.
La motilidad según Echeverry (2005) permite predecir la fertilidad o habilidad para congelar,
ya que la motilidad post – descongelación es frecuentemente usada para ajustar la
concentración de espermatozoides por pajilla, cuando el semen se designa para I. A.
La motilidad progresiva también puede ser evaluada siguiendo la velocidad de movimiento o
grado de movimiento y se hace bajo la siguiente escala según Barth (2000).
Tabla 3. Motilidad individual progresiva
escala
0
1
2

Porcentaje
(%)
0
11-22
31-40

3

51-60

4

71-80

91-100
5
Fuente: Hafez, 2000.

Tipo y aspecto del movimiento
No hay desplazamiento de los espermatozoides
Desplazamiento muy lento o movimiento en el lugar
Desplazamiento lento con agitaciones y movimientos
desorganizados, algunos se desplazan rápidamente
Los espermatozoides realizan su desplazamiento en
forma curvilínea sin agitación, cuesta seguirlos.
Desplazamientos rápidos, algunas células con trayectoria
rectilínea, otras con trayectoria curva, se ven pasar pero
es imposible seguirlos
Desplazamiento rectilíneo y rápido, imposible seguirlos.

El movimiento progresivo de los espermatozoides después de descongelado, se debe evaluar
inmediatamente después de descongelado y luego de 2 horas de incubación a 37° C. El
mínimo aceptable de motilidad es del 25% de células motiles con una velocidad tipo 3
inmediatamente después de descongelado y un 15% de células motiles con una velocidad tipo
2 luego de 2 horas de incubación a 37° C, para ser considerada viable (Leon, 1986).
2.7.2.5 Viabilidad
La rotura de la membrana plasmática está claramente asociada con la pérdida de viabilidad
celular, pero una membrana plasmática intacta no siempre indica que la célula sea viable. El
procesado del semen, incluida su criopreservación, es "estresante" para el espermatozoide y
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afecta, primeramente, a sus membranas. Los daños que pueden producirse en éstas pueden ser
modificaciones en su organización, permeabilidad y composición lipídica. Las membranas
espermáticas que pueden verse afectadas por la criopreservación incluyen la membrana
plasmática, la membrana externa del acrosoma y las membranas mitocondriales.
En cualquier caso, la criopreservación, cuyo propósito es garantizar la supervivencia del
semen, causa daños irreversibles en la membrana plasmática, lo que conlleva la muerte de un
gran número de espermatozoides o, en los supervivientes, cambios similares a los observados
durante la capacitación espermática, que provoca un acortamiento de su período de vida útil.
La evaluación morfológica de la integridad de la membrana plasmática se realiza usando la
óptica de contraste de fases, la óptica de contraste diferencial de interferencia o de Nomarski o
las tinciones supravitales, como el verde rápido/eosina o la eosina/azul de anilina, el tripán
azul/Giemsa o el amarillo de naftol/eritrosina.

Figura 5. Tinción con eosina-nigrosina, espermatozoides bovinos.
Fuente: fotografía del autor.
También ha sido valioso el examen a través de la microscopía electrónica o de barrido, para
determinar aspectos de la integridad espermática. Actualmente, se están utilizando diversas
tinciones fluorescentes, las cuales presentan una mayor precisión en el estudio de las
características de la membrana plasmática. Así, se ha estado usando ampliamente el diacetato
de carboxifluoresceína y el ioduro de propidio, visualizándose con esta técnica los
espermatozoides viables de color verde, frente a los muertos que se observan de color rojo
anaranjado (Fotografía 6). (Olegario, Tamargo, Díez 2005).

23

Figura 6. Espermatozoides teñidos con ioduro de propidio y diacetato de carboxifluoresceína.
El espermatozoide con membrana plasmática intacta se observa verde brillante, el moribundo
comienza a estar rojo y el dañado es claramente rojo (1000x).
Fuente: Olegario, Tamargo y Díez 2005.
2.7.2.6 Concentración espermática
La concentración de espermatozoides se expresa como el número de espermatozoides por ml.
(Morillo, Salazar y Castillo, 2012)
Existe una alta correlación significativa entre el número de espermatozoides inseminados y la
fertilidad del toro. La presencia de un mayor número de espermatozoides, siempre y cuando
sus características sean normales, incrementa la posibilidad de fertilización. Este aspecto es
crucial en el caso de los toros con baja concentración espermática, o en los casos en que se
utiliza semen descongelado, que ha sido diluido y sometido a estrés durante el proceso de
congelación descongelación, provocando un daño irreversible en un porcentaje elevado de
espermatozoides. La fertilidad de un toro usado en IA, entre otras razones, dependerá
básicamente del número de espermatozoides normales que se utilicen al inseminar. (Olegario,
Tamargo, Díez, 2005).
Existe una variabilidad en la concentración de un eyaculado a otro, y de un toro a otro, siendo
importante conocer el número de espermatozoides por eyaculado, ya que de este parámetro
depende el número de hembras a inseminar. La concentración puede calcularse por varios
métodos a partir de la muestra de semen. Entre estos métodos, destacan la espectrofotometría,
la colorimetría, la citometría de flujo y el uso de cámara de recuento celular, como las de
Bürker, Neubauer o Thoma. Esta densidad óptica de la muestra es comparada frente a una
curva estándar patrón previamente validada, y permite, así, conocer el número de
espermatozoides. (Olegario, Tamargo, Díez, 2005).
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Figura 7. Cámara de Newbauer utilizada para determinar el número de espermatozoide por ml.
Cúbico.
Fuente: SantiBadia, 2012.
Las cámaras de conteo tienen 0,1 milímetro de profundidad y un área graduada en el fondo de
la cámara de un milímetro al cuadrado. Esta cuadricula central se divide en 25 cuadros más
pequeños. Al conocerse la profundidad y el área es posible determinar el número de
espermatozoides en un volumen dado. (Morillo, Salazar y Castillo, 2012)
Por lo general, se utiliza un factor de dilución de 1 en 200 en el caso del semen del toro, la
solución utilizada para diluir el semen debe inmovilizar a los espermatozoides de tal manera
que se pueda llevar a cabo el recuento; normalmente se utiliza una solución de cloruro de
sodio a 3% (solución hipertónica) o solución salina formulada al tres por mil. De esa dilución
se toman unos 20 microlitros (µl) y se depositan en el hemocitometro.
Para el cálculo de la concentración espermática se cuenta el número de espermatozoides en
cinco de los 25 cuadras de la cuadricula central (las cuatro esquinas y el centro). Este resulta
do se multiplica por cinco que representa los cinco cuadros, por 200 que representa la dilución
y por 10 que representa la altura de la cámara. De esa forma se obtiene el número de
espermatozoides por milímetros cúbicos. El resultado se multiplica por 1.000 y se transforma
en una medida volumétrica, entonces, la concentración queda expresada en cantidad de
espermatozoides por mililitro, así: (Morillo, Salazar y Castillo, 2012)

EPZ/ml = n x 200 x 10 x 5000
Donde,

n

=

Numero de células contadas

200

=

Factor de dilución en la pipeta

10

=

Por ser la altura de la cámara de 0.1

5 000 =

Cuadros pequeños contados en mm3
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Figura 8. Cámara de conteo para la determinación de la concentración de espermatozoides por
mililitro.
Fuente: Morillo, Salazar y Castillo, 2012.
El espectofotómetro o spermacue es usado frecuentemente para calcular tanto la concentración
inicial con semen fresco sin diluir como para calcular la concentración final. Es un indicador
digital de la densidad del semen expresada en número de espermatozoides por mililitro. Se
debe poner una muestra del material en la laminilla del equipo e introducir la cubeta al fondo
del equipo, 30 segundos después el equipo muestra en la pantalla los resultados numéricos de
la concentración.

Figura 9. Spermacue ® minitub.
Fuente: fotografía del autor, 2013.
2.7.2.7 Estado del acrosoma
El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundación y esta importancia hace que
convenga realizar una valoración específica del mismo. En un espermatozoide que tenga el
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acrosoma en perfectas condiciones se pueden distinguir tres regiones claramente diferenciadas
en la cabeza: la zona acrosomal, con un borde apical, la zona postacrosomal y el segmento
ecuatorial entre ambas. Las muestras seminales con alta proporción de acrosomas alterados o
ausentes suelen tener una fertilidad baja. Para determinar el estado del acrosoma se han usado
desde hace mucho tiempo diferentes tinciones. Entre éstas tenemos la tinción de eosina/verde
rápido, Giemsa y la de eosina/nigrosina, las dobles y triples tinciones, basadas en la
combinación del azul tripán con otros colorantes y tinciones comerciales como el Spermac7.
Recientemente, se han utilizado anticuerpos acrosomales específicos marcados con
fluorescencia. En el caso de los espermatozoides bovinos, su tamaño permite poder valorarlos
mediante un microscopio óptico de contraste de fases con un objetivo de gran aumento como
se observa en la figura 10 (Olegario, Tamargo, Díez 2005).

Figura 10. Izquierda, espermatozoide con acrosoma intacto. Derecha, espermatozoide con
acrosoma dañado (1000x).
Fuente: Olegario, Tamargo y Díez, 2005.
3.7.2.8 Pruebas de funcionalidad espermática
La membrana espermática es una estructura dinámica que participa en el reconocimiento y
transporte de moléculas. Estas funciones permiten que el espermatozoide adapte su
metabolismo al medio circundante, proporcionando así un sistema molecular para el
reconocimiento del ovocito. El análisis de la integridad de la membrana constituye una
información importante en la evaluación de la fertilidad del macho. Además, esta integridad
no sólo es fundamental para el metabolismo espermático, sino que también lo es para una
adecuada capacitación y reacción acrosómica, y, por tanto, para la fertilidad del macho
(Hansen, 2002).
Un grupo de pruebas de funcionalidad espermática que han centrado gran interés por su
simplicidad y su valor predictivo son las de resistencia osmótica. Estas pruebas se basan en la
capacidad del espermatozoide para captar agua en un medio hiposmótico y en que la
hinchazón osmótica está asociada con el enrollamiento de la cola del espermatozoide, que se
desenrolla cuando la célula es devuelta a un medio isosmótico. (Olegario, Tamargo, Díez,
2005)
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Dentro de las pruebas desarrolladas a partir de este fenómeno destaca el test de endósmosis
que consiste en situar los espermatozoides en presencia de un medio de presión osmótica más
baja que la fisiológica, lo que causa una entrada de agua en la célula en un intento de
equilibrar la presión osmótica interna con la del medio externo. Para que esta respuesta se
produzca, la membrana plasmática del espermatozoide debe estar íntegra y con los
mecanismos de intercambio de fluidos funcionando correctamente. La entrada de agua
provoca en estas células un hinchamiento y enrollamiento del flagelo (Fotografía 3). Las
células con la membrana física o funcionalmente dañada no experimentan cambios en la forma
del flagelo. Los valores obtenidos en esta prueba se correlacionan con otros parámetros de
calidad seminal, como la motilidad, la viabilidad o la morfología. (Olegario, Tamargo, Díez,
2005).

Figura 11. Izquierda, espermatozoide negativo al test de endósmosis. Derecha, espermatozoide
endómosis positivo (1000x)
Fuente: Olegario, Tamargo y Díez, 2005.
2.7.2.9 Morfología
El análisis morfológico de los espermatozoides es uno de los principales componentes de la
evaluación de las características de una muestra seminal. La valoración de la morfología del
espermatozoide se basa en la relación directa que haya entre la proporción de espermatozoides
anormales en el eyaculado, el tipo de defecto morfológico y su relación con la fertilidad in
vivo de los toros. (Olegario, Tamargo, Díez 2005)
Atendiendo a una clasificación estrictamente morfológica, las anomalías que puedan generarse
se clasifican en anomalías en la cabeza, en el tracto intermedio y en la cola. Según el órgano
donde pueden haberse generado diferenciamos las anomalías primarias y secundarias.
(Olegario, Tamargo, Díez 2005).
Esta evaluación de la morfología espermática puede ser utilizada para eliminar toros con pobre
calidad seminal y refleja la funcionalidad de los testículos, epidídimos y glándulas accesorias,
por lo que siempre deben estar incluidas en las pruebas de evaluación espermática.
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Como se dijo anteriormente se ha demostrado la correlación entre defectos morfológicos del
espermatozoide e infertilidad y se ha establecido 30% como un porcentaje aceptable o máximo
permitido de atipias, es decir, se acepta 70% de espermatozoides normales. Se ha establecido
un límite de defectos de la cabeza de 15 a 20%, mientras que defectos del acrosoma y defectos
de la cola se toleran en 25% (Morillo, Salazar y Castillo, 2012).
El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundación del ovulo por el espermatozoide
por contener las enzimas necesarias para la penetración del cumulo oophurus y de la zona
pelúcida. La reacción acrosomal, previa a la fecundación, produce puntos de fusión de la
membrana apical celular con la membrana externa del acrosoma y forma vesículas para que el
contenido enzimático pueda ser liberado ejerciendo su actividad sobre el ovocito. (Morillo,
Salazar y Castillo, 2012)
Las alteraciones del acrosoma o del proceso de capacitación inhiben la fecundación de la
célula espermática, mientras que el proceso de congelación de semen produce daños en la
membrana del espermatozoide y del acrosoma, a pesar de la presencia de un agente crio
protector en el diluyente de congelación.
Este agente reduce los daños al acrosoma pero siempre se espera una reducción en la
motilidad individual como producto del deterioro de la membrana y del acrosoma. (Morillo,
Salazar y Castillo, 2012)

Figura 12. Cabeza desprendida de un espermatozoide, junto a otro normal (400x).
Fuente: Olegario, Tamargo y Díez, 2005.
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Figura 13. Esquema de un espermatozoide.
Fuente: Olegario, Tamargo y Díez, 2005.

Tabla 4. Funciones de las partes de un espermatozoide.
DEFINICIONES
Eje interno del flagelo o proyección móvil del espermatozoide y que
permite su desplazamiento.
Revestimiento interno de la cabeza del espermatozoide, cuya principal
Acrosoma
función es perforar la membrana del óvulo para penetrar en el mismo.
Fuente: Olegario, Tamargo, Díez 2005.
Axonema

El aumento de espermatozoides con daño en el acrosoma pre-congelación es una evidencia de
baja calidad seminal y se puede incluso recomendar el descarte de esa muestra para
congelación. El aumento excesivo de acrosomas dañados post-congelación pudiera indicar
algún problema en el proceso de congelación o estar relacionado con una composición lipídica
de la membrana anormal que incide en una mayor susceptibilidad del espermatozoide al
enfriamiento. (Morillo, Salazar y Castillo, 2012)
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Figura 14. Evaluación microscópica de la morfología espermática (400X).
Fuente: Morillo, Salazar y Castillo, 2012.
Los espermatozoides son traslucidos y virtualmente invisibles al microscopio de luz directa.
Barth A (2003), señala por lo tanto, se requiere el uso de colorantes que provean de un fondo
oscuro para visualizarlos. Lo más recomendable es la técnica en un solo paso, (en donde se
mezcla el colorante con el espermatozoide sobre el porta objetos), porque todo lo que se
encuentra en el semen puede ser observado, Alguna de estas funciones son Rosa de bengala,
tinta china, la tinción de eosina – nigrosina o llamada vital. (Vivos – muertos).
La coloración vital (eosina, azul de anilina, o eosina – nigrosina) es la más comúnmente usada
en la examinación morfológica de esperma, el azul de anilina y nigrosina proveen un fondo
oscuro, sobre el cual resaltan los espermatozoides, la eosina por su parte tiñe las células,
penetrando la membrana de las células dañadas, tiñendo las lesiones y espermatozoides no
viables o muertos.
Según Barth A. (2003), para la preparación del extendido, se coloca una gota de 5 – 6 mm de
diámetro de tinción eosina nigrosina en un extremo de porta objetos tibio, y seguido se coloca
una gotica de semen de 3 a 5 mm de diámetro cerca de la tintura, luego de haber mezclado la
tintura con el semen, y dejar actuar un minuto, la mezcla es extendida de un lado hasta el otro
con otro portaobjetos tibio, formando una película delgada. Cuando hay pocas anormalidades
es suficiente contar 100 espermatozoides y cuando se encuentra una gran cantidad de
anormalidades es recomendado contar 300 o más. Catena M. (1999) y Barth A. (2003), así lo
confirman.

Figura 15. Método de coloración de una muestra de semen usando eosina nigrosina.
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Fuente: Barth, 1989.

Figura 16. Vitalidad, vivos y muertos.
Fuente: Serrano, 2010.
Espermatozoides morfológicamente anormales:
El semen de la mayoría de los machos, contiene algunos defectos de conformación, según
Barth A. (2000). Estas anormalidades se deben a espermatogénesis o espermiogénesis
defectuosas por herencia, enfermedades, estrés por calor o frío, exposiciones a condiciones
medio ambientales adversas, reposo sexual prolongado (mayor de 60 días), así como técnicas
inadecuadas de la manipulación del semen.
Tabla 5.
Anormalidades primarias y secundarias de los espermatozoides.

Anormalidades de
cabeza
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Cabezas gigantes
Cabezas pequeñas
Cabezas piriformes
Cónicas y estrechas
Anormales desprendidas
Formas teratoides
Defectos de acrosoma
Vacuolas nucleares
Condensación anormal del DNA
Cola corta
Colas abaxiales, accesorias o

Anormalidades
primarias de los
espermatozoides

Anormalidades de
la pieza intermedia

Anormalidades de
la cola

Anormalidades de
cabeza

Anormalidades
secundarias

múltiples
Pieza media doblada, hinchada.
Aplasia segmentaria de la pieza
media
Gota citoplasmática proximal
Rudimentaria
Doble
Doble con cabeza
Retorcida
Moño
Cuádruple
Cuádruple con dos cabezas
Moño con gota
Retroaxial con gota
Cabezas normales desprendidas
Acrosoma roto, deforme o
desprendido
Pieza media distal doblada
Pieza principal doblada
Pieza principal doblada por shock
hipotónico
Gota citoplasmática proximal o
distal

Fuente. Serrano, 2010.
Barth A (2000), señaló que los espermatozoides morfológicamente anormales son
categorizados por la porción de la célula afectada y/o el tipo de origen. Las anormalidades
según este criterio se clasifican en primarias y secundarias. Se consideran anormalidades
primarias, aquellas que ocurren o tienen su origen y/o durante la espermiogénesis dentro del
testículo, mientras que las anormalidades secundarias, se originan dentro del epidídimo o en el
laboratorio.
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Figura 17. Formas de observar lo espermatozoides en el microscopio.
Fuente: Serrano, 2010.

 Anormalidades primarias
Anormalidades de cabeza:










Cabezas gigantes
Cabezas pequeñas
Cabezas periformes
Cabezas cónicas y estrechas
Anormales desprendidas
Formas teratoides
Defectos de acrosoma
Vacuolas nucleares (defecto cráter/diadema)
Condensación anormal del DNA

Figura 18. Alteraciones morfológicas del acrosoma.
Fuente: Serrano, 2010.
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Figuras 19 y 20. Alteraciones morfológicas de la cabeza.
Fuente: Serrano, 2010.

Anormalidades de la pieza intermedia:






Cola corta (defecto de la cola en muñón)
Colas abaxiales, accesorias o múltiples
Pieza media doblada, hinchada, abaxial, incompleta
Aplasia segmentaria de la pieza media y defectos de la vaina mitocondrial
Gota citoplasmática proximal
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Figuras 21, 22 y 23. Alteraciones morfológicas de la pieza intermedia.
Fuente: Serrano, 2010.
Anormalidades de la cola:










Rudimentaria
Doble
Doble con cabeza
Retorcida
Moño
Cuádruple
Cuádruple con dos cabezas
Moño con gota
Retroaxial con gota
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Figuras 24, 25, 26 y 27. Alteraciones morfológicas de la cola.
Fuente: Serrano, 2010.

 Anormalidades secundarias:
Anormalidades de la cabeza: cabezas normales desprendidas y acrosoma roto, deforme o
desprendido.
Anormalidades de la cola: pieza media distal doblada, pieza principal doblada, pieza principal
doblada por shock hipotónico y gota citoplasmática proximal y distal.
Otras células: células epiteliales, eritrocitos, formaciones de medusa, células precursoras de
esperma, células redondas, glóbulos blancos.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

3.1 Marco geográfico
El presente estudio se realizó en la Hacienda Altamira ubicada en el Municipio de Santa Rosa
de Cabal, al oriente del departamento de Risaralda en las coordenadas 4 grados 52 minutos
latitud norte y 75 grados 37 minutos de longitud oeste. El clima está caracterizado por una
temperatura media de 20°C, humedad relativa del 78%, precipitación pluvial entre 1.000 y
3.700 mm anuales y se encuentran a una altura de 1.750 m.s.n.m. La lechería está ubicada a 12
kilómetros de la cabecera municipal, cuenta con una extensión de 40 hectáreas, con un total de
70 animales entre los que se encuentran vacas en producción, vacas secas, hembras de levante,
novillas de vientre y reproductores, la producción es hato libre de brucelosis y tuberculosis.
Dos toros sexualmente maduros y clínicamente sanos usados hacen parte del programa de
monta natural del hato, consumen forraje Pennisetum Clandestinum, con rotación diaria ampm, consumo de 2 kilos de concentrado al día, agua y sal mineralizada al 8% a voluntad.
Cuentan con registro actual de vacunación contra aftosa.
3.2 Marco demográfico
Para el estudio se utilizaron 2 toros de la raza Holstein, con un peso promedio de 500 Kg, y
una edad promedio de 5 años.
Para la obtención de las muestras seminales fué empleado un equipo automático de electroeyaculación (IVM). Fueron tomadas 4 muestras de cada animal con un intervalo entre
muestras de 8 días. Los reproductores fueron retirados del lote de hembras 8 días antes de la
colecta.
Previamente a la obtención de la muestra se realizó lavado ventral abdominal y de la zona
prepucial del animal, evitando la contaminación con esmegma u otras sustancias que puedan
perjudicar la calidad de los espermatozoides al momento de la eyaculación.
3.2.1 Colecta del semen
La colecta se realizó con un electro eyaculador pulsator IV, el cual posee tres modos diferentes
de funcionamiento: manual, programado y modo de aprender; se utilizó para todas las colectas
en modo programado que consiste en una secuencia de estímulos pre-programados para la
colección de semen, estimulando las glándulas accesorias del animal a través de 3 electrodos
ubicados ventralmente que posee la sonda de 60 mm de diámetro para uso rectal.
Antes de ubicar la sonda se evacuó la materia fecal del recto, se lubricó la sonda con
carboximetil-celulosa no estéril y se introdujo lentamente, girándola de izquierda a derecha y
viceversa hasta la ubicación definitiva.
Se puso en funcionamiento el equipo de electro-eyaculación suministrando estimulación
eléctrica gradual a intervalos de 3 segundos hasta observar erección peneal y posterior
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eyaculación, en este momento se acerca el colector que consta de una funda estéril y en su
parte final un tubo colector graduado estéril, protegido de la luz solar.
3.2.2 Evaluación del semen
3.2.2.1 Evaluación macroscópica
Durante la evaluación seminal las muestras fueron mantenidas a 37°C, por un tiempo inferior
a 30 minutos, hasta el comienzo del proceso de crio-preservación (Medina-Robles y col.,
2007); se evaluaron variables macroscópicas como:
 Volumen del semen
El volumen seminal fué medido directamente en el tubo graduado de recolección y
expresado en mililitros (ml).
 Aspecto y coloración del semen
Inmediatamente después de la colecta el semen fue evaluado por observación visual
directa teniendo como base su consistencia y coloración. La coloración del semen vario
de blanco lechoso a amarillo pálido y blanco translucido.
 pH del semen
Una vez evaluado el aspecto se procedió a realizar la medición de los valores de pH. La
medición en este caso se llevó a cabo con papel indicador de pH (PANPEHA ®, Sigma
Aldrich); se introdujo dentro del semen fresco hasta que la cinta quedo completamente
humedecida, posteriormente se comparó el color que tomó la cinta, con los colores
encontrados en la tabla que indican los valores. El pH se determinó inmediatamente
después de la recolección porque el reposo genera la formación de ácido láctico y cambia
dicha variable.

3.2.2.2 Evaluación microscópica
 Motilidad masal: Muestras con motilidad masal inferior a 80% fueron descartadas del
estudio. Se evaluó con una muestra de semen fresco, sin diluir, se colocó la muestra sobre
una lámina portaobjetos previamente calentada a 32.5°C, sin cubreobjetos y se observó al
microscopio de luz con un objetivo de 10X (Próspero y César, 2012). La motilidad masal
fué expresada en una escala de 0 a 5 (Hafez, 2000).
 Concentración: para calcular la concentración espermática se utilizó un espectrofotómetro
(Spermacue, Minitube) en el cual se depositaron 10 microlitros de semen fresco y se
obtuvo el valor expresado en millones de células por mililitro (ml). Esta técnica es un
método indirecto, que mide la luz monocromática absorbida por las partículas en
suspensión o los espermatozoides. La densidad óptica de la muestra es comparada frente a
una curva estándar patrón previamente validada.
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Posterior a éste análisis se determinó la cantidad de diluyente a utilizar acorde con la
concentración deseada para cada pajilla de 0,5 ml, en este caso la concentración final fué
de 20.000.000 de espermatozoides por pajilla de 0.5 ml.
 Motilidad individual (MI): se expresó como el porcentaje de células móviles bajo el campo del
microscopio, con un objetivo de 40x, se colocó una alícuota de semen sobre una lámina
portaobjetos y cubierta con una laminilla. Un espermatozoide con motilidad progresiva es el
que se puede mover de un punto a otro en una forma lineal más o menos recta.
 Vitalidad: para evaluar el porcentaje de células vivas y muertas se realizó una tinción con una
coloración eosina-nigrosina, preparada tal como la describen Tamuli y Watson (1994),
realizando un frotis sobre una lámina portaobjetos, en un extremo de una lámina portaobjeto
se puso una gota del colorante y cerca de esa gota se puso una gota de semen prediluido.
Posteriormente con el borde de un cubreobjeto se unieron ambas gotas de forma circular, hasta
obtener una coloración homogénea, con esta misma lámina cubreobjetos se realizó un
extendido delgado sobre la placa y se dejó secar por 20 segundos (Próspero y César, 2012) al
medio ambiente. Posteriormente se contaron los espermatozoides muertos que aparecieron
coloreados y los vivos que no se dejaron teñir por la integridad de su membrana (Muiño,
2008). Se visualizó en un microscopio óptico con objetivo 40x, observando en cada caso al
menos 200 células por lámina.
 Morfología espermática: se ha establecido 30% como un porcentaje aceptable o máximo
permitido de atípias, es decir, se acepta un 70% de espermatozoides normales para proceder al
proceso de crio-preservación.
Se obtuvo una muestra con el material prediluido y se evaluará en microscopio óptico con un
objetivo de 40X, se evaluarán las anormalidades primarias y secundarias para obtener el
porcentaje definitivo.
 Integridad del acrosoma: para la valoración de la integridad estructural del acrosoma se
utilizará la tinción eosina-nigrosina (Bamba, 1988), tomando una alícuota (10µl) de semen
fresco y descongelado y sobre una platina termorregulable se mezclará suavemente con la
misma cantidad del colorante para realizar un frotis donde se evaluará el porcentaje de
acrosomas dañados (Rubio y col., 2009). La integridad del acrosoma se expresará en
porcentaje de células íntegras. Se evaluarán 200 espermatozoides por muestra. El mínimo
aceptado es 50% de acrosomas intactos a las o horas pos descongelación.
El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundación. En el acrosoma se pueden
distinguir tres regiones claramente diferenciadas: la zona acrosomal con su borde apical, la
zona post acrosomal y el segmento ecuatorial entre ambas, los mismos que tienden a romperse
en el proceso de refrigeración, congelación y descongelamiento (Cabrera y Pantoja 2012).
Muestras seminales con alta proporción de alteraciones acrosomales suelen tener una fertilidad
baja (Peña y Linde-Forsberg, 2000).
40

3.2.3 Adición del diluyente
Cada eyaculado fue fraccionado en 3, depositándolo en 3 tubos falcon previamente rotulados
acorde al tratamiento, para realizar la primera dilución en relación 1:1 (una parte de semen
fresco por una parte de diluyente previamente preparado).
3.2.3.1 Preparación del diluyente:
Para la preparación del diluyente se requirió de Triladyl, yema de huevo fresca, probeta
graduada, papel filtro y agua pura estéril.
El diluyente listo se compone de una parte de concentrado de triladyl, tres parte de agua pura
estéril, una parte de semen y de una parte de yema de huevo, lo que equivale al 20% de su
volumen final.
La solución madre se dispuso vertiendo primero el triladyl en un matraz graduado y agregando
en varios pasos el agua pura; esta solución madre puede mantenerse a 5°C durante una
semana.
Para completar el diluyente se agregó a la solución madre lentamente, yema de huevo fresca,
mezclándola con una varilla de vidrio. Para terminar, el diluyente preparado se filtró a través
de una gasa, con lo que quedó listo para su utilización.

Dilución control: una parte de triladyl, tres partes de agua destilada, una parte de semen, una
parte de yema de huevo de gallina.
Dilución tratamiento 1: una parte de triladyl, tres partes de agua destilada, una parte de semen,
una parte de yema de huevo de codorniz.
Dilución tratamiento 2: una parte de triladyl, tres partes de agua destilada, una parte de semen,
una parte de yema de huevo de pata.
El diluyente se vertió sobre el semen en los tubos falcon a una temperatura de 37°C, una vez
calculada la dilución final, el semen prediluido se vertió cuidadosamente, a lo largo de su
pared, a un embace temperado de mayor tamaño, agregando a continuación el volumen de
diluyente aún requerido, calculado con base a la siguiente fórmula:
Volumen (ml) x concentración (106) x Motilidad (%)
Concentración deseada de la pajilla x 100 x106
Se realizó el empacado del material seminal en pajillas de 0.5 mililitros, previamente
marcadas, dejando una columna de aire y el espacio para el sellado con alcohol polivinílico.
Posteriormente se inició la curva de enfriamiento, en dos horas se obtuvo una temperatura de
5°C, medida con termómetro de columna de mercurio, tiempo llamado periodo de equilibrio.
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Se obtuvo una gota de cada tubo (control, t 1 y t 2) y se evaluó sobre un portaobjetos
atemperado con cubre-objetos a 36°C, la motilidad individual, vigor, viabilidad, morfología e
integridad acrosómica.
3.2.4 Congelación
Las pajillas se dispusieron en una rampa para congelación una por una para proceder a
introducirlas en vapores de nitrógeno líquido durante 15 minutos a -60°C y luego se dejaron
caer directamente sobre el nitrógeno líquido a una temperatura de -196°C. Posteriormente se
obtuvo una pajilla de cada tratamiento y se descongelo sumergiéndola en agua a una
temperatura de 36°C durante 1 minuto, se obtuvo una gota del material sobre un portaobjetos
tibio y se evaluó al microscopio variables como: motilidad individual, viabilidad, vigor,
integridad acrosómica y morfología.

4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

El modelo estadístico que se realizó es el análisis de varianza. Esta prueba se realiza para
comparar dos o más poblaciones y determinar si una es más variable que las otras en alguna
medida específica. En el ANAVA se formulan dos hipótesis.
Hipótesis nula (H0): La inclusión de yema de huevo de pata y de codorniz al diluyente para
criopreservar el material seminal de bovino, comparada con la inclusión de yema de huevo de
gallina, deteriora la calidad espermática durante el proceso de criopreservación.
Hipótesis alternativa (H1): La inclusión de yema de huevo de pata y de codorniz al diluyente para
crió preservar el material seminal de bovino, comparada con la inclusión de yema de huevo de
gallina, mantiene o mejora la calidad seminal durante el proceso de criopreservación.
La hipótesis nula, es que las muestras tienen la misma varianza, es decir que en promedio las
poblaciones se comportan igual y la hipótesis alternativa o alterna es que una de las muestras
tiene mayor varianza que las otras, es decir que en promedio las poblaciones se comportan
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diferente. Para esta prueba se obtienen muestras de cada población y se calculan las varianzas
muestrales. En este caso tendremos 4 factores de tratamiento, para cada factor se analizó el
resultado pre y pos-congelación, así: Factor A, motilidad muestreo pre-congelación. El factor B,
motilidad muestreo post-congelación y así mismo para las otras variables. Modelo factorial 2 x 2:
Yijk = µ + τ j + λk + (τλ)jk + εijk Donde:
Yijk: Respuesta, porcentaje de motilidad.
µ: Media general de la variable de respuesta del modelo
Τj: Efecto pre-congelación en los tratamientos
λk: Efecto post-congelación en los tratamientos
(Τλ)jk: Efecto de la interacción
εijk: Error experimental

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La criopreservación de material seminal puede definirse como un conjunto de técnicas y
metodologías que permiten preservar organismos vivos a temperaturas extremadamente bajas,
que rondan entre -80 y -196,8°C (Lozano, 2009). Algunas células como las espermáticas pierden
calidad y por ende capacidad fecundante al pasar por este proceso biotecnológico, es por ello que
constantemente se realizan diversos experimentos en busca del diluyente que preserve los
espermatozoides de tal manera que mantengan su calidad y capacidad fecundante. La inclusión
de yema de huevo de gallina se ha venido usando con el fin de proteger a los espermatozoides
contra el choque térmico de la refrigeración y criopreservación, ya que según Phillips (1939) la
fracción lipídica de la yema de huevo, es decir, la lecitina y la cefalina tienen acción protectora,
en tanto que la fracción lipoproteica tienen acción conservadora.
En este experimento se buscaba documentar el efecto de la adición de diferentes yemas de huevo
como lo son de pata, codorniz y gallina al diluyente, con el objeto de comparar su efecto sobre las
variables que determinan la calidad seminal de toros. En la tabla # 6 se describen los valores del
análisis macroscópico obtenido de las muestras de material seminal, los resultados se encuentran
dentro de los parámetros normales acorde a la revisión de literatura presentada en el marco
teórico. En la tabla # 7 se describen los resultados del análisis microscópico de motilidad masal
de cada muestra de los dos reproductores, los resultados son normales acorde a la edad y la raza
según bibliografía.
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Tabla 6. Evaluación macroscópica
R1
Vol.
Col.
pH
8
lech
7
C1
7
lech
7
C2
4
lech
7
C3
10
lech
7
C4
R: Reproductor.
C: Colecta.
Fuente: Autor, 2013.

R2
Vol.
15
5
10
12

Col.
ama
lech
lech
lech

pH
7
8
7
7

Tabla número 7. Motilidad masal en porcentaje obtenida en las colectas
Reproductor/n
R1
de colecta
90
C1
80
C2
80
C3
90
C4
R: Reproductor.
C: Colecta

R2
70
50
75
90

Fuente: Autor, 2013.

En los artículos consultados, sólo se encontró uno que se refería a la criopreservación de semen
de burro usando como adicionante al diluyente yema de huevo de codorniz, experimento que se
realizó en 1996 en Francia por Trimeche y col., en el cual el dilutor contenía 2% de yema de
huevo de codorniz y 4% de glicerol. La composición química de la yema de huevo de codorniz es
muy similar a la yema de huevo de gallina; no obstante, la primera posee mayor proporción de
fosfatidilcolina y menor proporción de fosfatidiletanolamina, además de mejor índice de ácidos
grasos poliinsaturados (Trimeche y col., 1997). Basados en estas diferencias emplearon diferentes
concentraciones de yema de huevo de los dos tipos (gallina y codorniz), encontrando mejores
resultados para el semen congelado conteniendo 10% de yema de huevo de codorniz. La
diferencia bioquímica de los espermatozoides de burro vs los de toro no permiten realizar una
comparación entre el estudio realizado por Trimeche y colaboradores y el presente estudio.
No se encontraron más reportes de trabajos de investigación en criopreservación donde usara
como adicionante al diluyente yema de huevo de diferentes especies.
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La tabla 8 presenta los valores del cuadro espermático de las muestras seminales obtenidas de dos
toros holstein, en el proceso de criopreservación del presente estudio; resultados obtenidos por
medio del programa estadístico llamado Statistix 8.0.

5.1. Resultados obtenidos a través del programa statistix 8.0
Tabla 8. Análisis estadístico de resultados
Tipo aditivo
P-value
Características
semen
Gallina Pata Codorniz DE¹ CV² R2³
T
To Tr*T
Iniciales
Int. Acros.
80.9
86.3
86.4
8
9.6 0.03 NS
*
NS
Viabilidad
76.3
73.1
65.7
13.9 19.5 0.04 NS
NS
NS
Mot. Indiv.
74.4
79.4
78.4
14
18.2 0.05 NS
NS
NS
Morf. Norm.
6.3
5.9
5
4.0
70.8 0.04 NS
NS
NS
Finales
Int. Acros.
75.8
82.4
79.4
10
12.7 0.04 NS
NS
NS
Viabilidad
58.8
61.9
52.5
19
34
0.02 **
NS
NS
Mot. Indiv.
70.3
63.8
63.1
19.9 30.3 0.04 NS
NS
NS
Morf. Norm.
15
15
15.5
5.5
36.3 0.04 NS
NS
NS
1Desviación estándar. 2Coeficiente de variación. 3R cuadrado. T tratamiento. To toro. 4
Significancia (S), indican diferencias *<0.05, **<0.01, ***<0.001. Fuente: Autor, 2013.
En la tabla anterior se analizaron bloques completamente al azar con factor de bloqueo macho y
momento de muestreo, donde se encontraron diferencias significativas (<0.01) en la viabilidad
seminal pos-congelación, obteniendo mejores resultados con el aditivo yema de huevo de pata.
En ninguna de las demás variables espermáticas evaluadas se encontraron diferencias
significativas respecto a los tipos de aditivos.
La desviación estándar o desviación típica es una medida de dispersión para variables de razón y
de intervalo. Se define como la raíz cuadrada de la varianza de la variable. En este experimento
permitió observar que los datos poseen una desviación estándar alta, es decir, están muy
dispersos los datos respecto a la media; por lo tanto no permite sacar conclusiones específicas del
experimento.
El coeficiente de variación hace referencia a la relación entre el tamaño de la media y la
variabilidad de la variable. A mayor valor del coeficiente de variación, mayor heterogeneidad de
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los valores de la variable; y a menor coeficiente de variación, mayor homogeneidad en los
valores de la variable.
El R cuadrado es el coeficiente de determinación que se usa en el contexto de un modelo
estadístico cuyo principal propósito es predecir futuros resultados o testear una hipótesis, como es
el caso del presente experimento.
El coeficiente determina la calidad del modelo para replicar los resultados, y la proporción de
variación de los resultados que puede explicarse por el modelo. Es confiable cuando es 0 o se
acerca a 1, lo que permite deducir que en este estudio la calidad del modelo no nos permitiría
replicar los resultados.
El valor p-value por sus siglas en inglés, está definido como la probabilidad de obtener un
resultado al menos tan extremo como el que realmente se ha obtenida, suponiendo que la
hipótesis nula es cierta. Se rechaza la hipótesis nula si el valor p asociado al resultado observado
es igual o menor que el nivel de significación establecido, para el presente experimento 0.01.
Es decir, el valor p nos muestra la probabilidad de haber obtenido el resultado que hemos
obtenido si suponemos que la hipótesis nula es cierta. Si el valor p es inferior al nivel de
significación nos indica que lo más probable es que la hipótesis de partida sea falsa. El valor p es
un valor de probabilidad, por lo que oscila entre 0 y 1. Así, se suele decir que valores altos
de p no rechazan la hipótesis nula o, dicho de forma correcta, no permiten rechazar la H0. De
igual manera, valores bajos de p rechazan la H0.
Es importante recalcar que un contraste de hipótesis nula no permite aceptar una hipótesis;
simplemente la rechaza o no la rechaza, es decir que la tacha de verosímil (lo que no significa
obligatoriamente que sea cierta, simplemente que es más probable de serlo) o inverosímil.
El p-value muestra significancia en la variable viabilidad poscongelación (<0.01), lo que nos
indica que el aditivo yema de huevo de pata es superior preservando la vida de los
espermatozoides después del proceso de enfriamiento y congelación.
Las demás variables de calidad espermática no poseen diferencias significativas respecto al tipo
de aditivo usado en el diluyente para el proceso de criopreservación.
Se utilizó estadística descriptiva para hallar promedio (mean), coeficiente de variación (CV) y
desviación estándar (SD) de cada una de las variables por toro, antes y después del proceso de
criopreservación.
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5.2 Descriptivas Toro 1.

VIAB (%)

5.2.1 Tabla 9. Viabilidad semen fresco vs semen congelado.

90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

77,5 76,25

75
68,75

62,5

66,25

Semen Fresco
Semen Congelado

Gallina

Pata

Codorniz

En el gráfico anterior se observa que el aditivo yema de huevo de pata, mejora la variable
viabilidad antes y después del proceso de criopreservación, siendo esta diferencia
estadísticamente significativa reportada en la tabla 8. El aditivo yema de huevo de gallina
disminuyó la viabilidad después del proceso de criopreservación, situación que no es ideal, y el
aditivo yema de huevo de codorniz disminuyó el porcentaje de viabilidad de las muestras antes y
después del proceso.

5.2.3 Tabla 11. Motilidad semen fresco vs semen congelado
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90
80

71,25

70

MOTIN (%)

83,75 83,75

80
67,87
61,25

60
50

Semen Fresco

40

Semen Congelado

30
20
10
0
Gallina

Pata

Codorniz

En cuanto a la variable motilidad individual progresiva, se observa que el aditivo yema de huevo
de codorniz mantiene estable el porcentaje de células mótiles progresivas antes y después del
proceso de criopreservación, aunque estadísticamente no se encontraron diferencias. La yema de
huevo de pata disminuyó la motilidad progresiva de las muestras en un 19%, y la de gallina
disminuyó la motilidad de las células espermáticas antes y después del proceso de
criopreservación en un 4%, valor que no fue significativo después del análisis estadístico.

MORFO (<30%)

5.2.5 Tabla 13. Morfología semen fresco vs semen congelado
20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

18

17

14,5

Semen Fresco

8

Semen Congelado
5,25

4,5

Gallina

Pata

Codorniz

El porcentaje de células anormales por muestra no debe superar el 30% del total de
espermatozoides evaluados. Las anormalidades evaluadas acorde con el tipo de aditivo usado son
secundarias, es decir, aquellas modificables bien sea por el manejo del animal o por técnicas de
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laboratorio incluyendo el tipo de crioprotector usado para el proceso de criopreservación. El
aditivo yema de huevo de pata tuvo mayor porcentaje de cambios morfológicos en las células
espermáticas, comparado con el aditivo yema de huevo de codorniz y pata, siendo este último el
que obtuvo menor porcentaje de células espermáticas anormales después del proceso de
criopreservación.

5.2.7 Tabla 15. Integridad acrosómica semen fresco vs semen congelado
92
90

90,25

89,75

INACRO (%)

88
85

86

83,75

84

Semen Fresco

82
80

79

79,5

Semen Congelado

78
76
74
72
Gallina

Pata

Codorniz

La integridad acrosómica de los espermatozoides con el aditivo yema de huevo de codorniz
mostró mejor comportamiento antes y después del proceso de criopreservación, seguido del
aditivo yema de huevo de gallina y de pata, en este último caso bajó el número estimado de
espermatozoides con integridad acrosómica normal de forma considerable.
5.3 Descriptivas Toro 2
5.3.1 Tabla 17. Viabilidad semen fresco vs semen congelado
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100
77,5

VIAB (%)

80

68,75

60

48,75

68,75

47,5
38,75

40

Semen Fresco
Semen Congelado

20
0
Gallina

Pata

Codorniz

No se encontraron diferencias significativas en la disminución de células espermáticas viables
antes y después del proceso de criopreservación con las muestras obtenidas del toro 2 del
experimento.
5.3.3 Tabla 19. Motilidad semen fresco vs semen congelado
90
80

78,75

77,5

66,25

70

MOTIN (%)

73

72,5

60
50

42,5

40

Semen Fresco
Semen Congelado

30
20
10
0
Gallina

Pata

Codorniz

El aditivo yema de huevo de codorniz disminuyó la motilidad de las muestras del toro 2 en un
30% después del proceso de criopreservación, más no se observaron diferencias significativas
estadísticas, el aditivo yema de huevo de pata y gallina no mostraron diferencias mayores al 10%
en el proceso después de la congelación de los espermatozoides.

5.3.5 Tabla 21. Morfología semen fresco vs semen congelado

50

18
15,5

MORFO (<30%)

16

14

14

12

12
10

Semen Fresco

8

8

Semen Congelado

6

4,75

3,75

4
2
0
Gallina

Pata

Codorniz

El aditivo yema de huevo de gallina mantuvo las características morfológicas normales del semen
fresco, después del proceso de criopreservación se observó un aumento del 7,5% de
morfoanomalías reversibles, es decir de las causadas por el proceso como tal a nivel de
laboratorio, el aditivo yema de huevo de pata y codorniz aumentaron el porcentaje de
anormalidades con el semen fresco, más después del proceso no se observaron cambios
sustanciales y significativos.

INACRO (%)

5.3.7. Tabla 23. Integridad acrosómica semen fresco vs semen congelado
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

87,5 85,25

82,5
75

72 72,5

Semen Fresco
Semen Congelado

Gallina

Pata

Codorniz

No se encontraron diferencias en la integridad acrosómica antes o después del proceso de
criopreservación con el toro 2 del experimento.

5.4 Tabla 25. Descriptivas entre tratamientos comparando T1 y T2
5.4.1 Motilidad individual progresiva
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Motilidad (%)
GALLINA

PATA

83,75
69,53

CODORNIZ
75

72,5

70,62
57,75

T1

T2

La motilidad del toro 1 en promedio antes y después del proceso de criopreservación mejoró con
el uso del aditivo yema de huevo de codorniz, los demás aditivos no mostraron cambios notorios.

5.4.2 Viabilidad

Viabilidad (%)
GALLINA

71,87

PATA

CODORNIZ

76,87
64,37

63,12

T1

58,12

53,75

T2

La variable viabilidad tuvo mejores porcentajes comparando el toro1 con el toro 2, por lo que se
puede observar que con los diferentes aditivos gallina, pata y codorniz se obtuvieron valores
superiores.

5.4.3 Morfología.
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Morfología <30%
GALLINA

PATA

13

CODORNIZ
11,75

11,25
9,5

9,37
7,87

T1

T2

5.4.4 Integridad acrosómica.

Integridad acrosómica (%)
GALLINA
84,37

82,25

PATA

CODORNIZ

87

86,37
72,25

T1

T2
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78,75

6. CONCLUSIONES

El aditivo al diluyente yema de huevo de pata tuvo diferencias significativas al compararse con
los aditivos yema de huevo de gallina y yema de huevo de codorniz. En las demás variables de
calidad seminal evaluadas no se encontraron diferencias significativas.
Los resultados obtenidos al evaluar la calidad de las variables con el aditivo gallina vs codorniz,
mostró diferencias que no fueron significativas, pero en campo se observó que las variables
mejoraban su calidad con el aditivo yema de huevo de gallina, sobre las obtenidas con el aditivo
yema de huevo de codorniz.
Al evaluar variables con el aditivo gallina vs pata, se observaron diferencias significativas en la
variable viabilidad, más no se encontraron diferencias en las demás variables.
La morfología en cuanto a anormalidades segundarias que son compensables, se encontró que el
aditivo yema de huevo de gallina mejora esta variable al pasar de 9,5% antes del proceso de
criopreservación a 11,75% después del proceso.
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7. RECOMENDACIONES
Se recomienda utilizar yema de huevo de codorniz como aditivo para el diluyente de procesos
de criopreservación en espermatozoides de bovino.
Se recomienda realizar más trabajos de investigación usando yemas de huevo de diferentes
especies, ya que no se encontraron estudios al respecto en bovinos a nivel nacional.
Se recomienda mantener las normas de seguridad y asepsia al momento de realizar colecta con
electroeyaculador para evitar la contaminación de las muestras de material seminal
Se recomienda que el diámetro de la bala de uso rectal sea acorde con el tamaño del animal a
evaluar para evitar lesiones en la mucosa rectal.
Se recomienda usar siempre lubricante sobre la bala del equipo de electroeyaculación, para
facilitar el procedimiento y evitar lesiones en la mucosa rectal del animal.
Se recomienda trabajar en un lugar con sombra e instalaciones adecuadas para el manejo del
animal, evitando lesiones de los operarios y deterioro del material seminal que se obtiene.
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ANEXOS

Anexo 1.Preparación del colorante
Eosina (soluble en agua) 1 g, nigrosina (soluble en agua) 2 g, tricitrato de sodio: 3,57 g y agua
destilada: 100 ml.
El colorante se elabora de la siguiente manera: tras la obtención de una solución homogénea,
se debe dejar reposar durante 24 horas y luego filtrarla. Se debe medir el pH ya que debe estar
comprendido entre 6,7 y 6,8 de manera que se debe añadir citrato sódico si fuera necesario. La
presión osmótica de la solución debe ser de 310 miliosmoles y puede conservarse a 4°C y el
pH debe controlarse mensualmente.
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Anexo 2. Composición del diluyente Triladyl
Es un buffer que contiene TRIS, ácido cítrico, azúcar, glicerina, agua purísima y antibióticos,
de acuerdo a la directiva 88/407 de la UE (tilosina, gentamicina, espectinomicina,
lincomicina).

Anexo 3. Composición de la yema de huevo de gallina
La yema es la porción amarilla del huevo, está recubierta por la membrana vitelina que la
separa de la clara y la protege de una posible rotura. El color está determinado principalmente
por la dieta de la gallina. Puede presentar una mancha rojiza, que corresponde al disco
germinativo, a partir de la cual se desarrollaría el pollo en caso de que el huevo hubiera sido
fecundado. Es una dispersión de diferentes tipos de partículas suspendidas en una solución
proteíca. La cantidad de proteína sobre sustancia seca es de 31,1% y la de grasa del 65,8%,
con gran cantidad de lipoproteínas de baja densidad (LDL) ricas en colesterol. La fase
continua (78%) está formada por un extracto seco de proteínas globulares y LDL, mientras
que la fase dispersa(20%) lo está con proteínas globulares y lipoproteínas de baja
densidad(HDL).
 Constituyentes:
Proteinas La principal proteína de la yema es la vitelina, además contiene:
- FOSFIVITINA (4%): es una proteína con grandes cantidades de fósforo, rica en serina
(30%) no contiene cisteína y fija fácilmente el hierro.
- LIPOVITELINA (68%): es una proteína alta en azufre, lipoproteína de alta densidad (HDL)
rica en cisteína. Presenta un 20% de lípidos (dos tercios de fofolípidos y uno de colesterol,
lípidos neutros y triglicéridos).
- LIPOVITELENINA (16%): es una lipoproteína de baja densidad pobre en cisteína.Presenta
un 88% de lípidos (un tercio de fosfolípidos y dos de lípidos neutros y colesterol). Existen
restos glucídicos, hexosas y ácido neuramínico.
- LIVETELINA (10%): proteínas globulares alfa, beta, gamma.
- OVOVITELINA: rica en aminoácidos fosforiladosy azufrados. Coagula por acción de la
quimosina.
Grasas: el contenido total de grasas es de 4 4,5 g por unidad de las cuales 1,5 g son grasa
saturada y el resto insaturada (predominando las monosaturadas, que son benéficas para el
organismo).
El principal fosfolípido es la lecitina (fosfatidilcolina) con fosfatidiletanolamina y pequeñas
cantidades de fosfatidilserina. Los acidos grasos que se encuentran en los triglicéridos de la
yema de huevo son: oleico, palmítico, esteárico y linoleico
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Anexo 4. Composición de la yema de huevo de codorniz
Contiene un mayor porcentaje de proteína y grasa (13,10 y 11,10%, respectivamente) en
comparación con el huevo de gallina (12,5 y 10,0%, respectivamente); así como un elevado
contenido de minerales como fósforo, sodio, potasio, calcio y magnesio.
Agua
Proteína
Lípidos totales
Cenizas
Fósforo (mg)
Sodio (mg)
Potasio (mg)
Calcio (mg)
Magnesio (mg)

74.40
13.10
11.10
1.11
226.00
141.00
132.00
64.00
12.50

Fuente: ESHA, 1997
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Anexo 5. Composición de la yema de huevo de pato
Calorías
Grasa
Colesterol
Sodio
Carbohidratos
Fibra
Azúcares
Proteinas
Vitamina A
Vitamina B12
Hierro
Vitamina C
Calcio
Vitamina B3

184 kcal
14.40 g
680 mg
100 mg
0.70 g
0g
0.70 g
13 g
740 µg
5.40 µg
2.70 mg
0 mg
63 mg
4.53 mg

Las cantidades mencionadas corresponden a 100 gramos de yema de huevo.
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Anexo 6. Resultados obtenidos con el programa Statistix 8.0
5.2 Descriptivas Toro 1
5.2.1 Tabla 9. Viabilidad semen fresco
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
75,00
77,500
62,500

SD
9,25
5
20,616

CV
12,34
6,45
32,98

N
4
4
4

CV
26,58
8,25
62,04

N
4
4
4

CV
11,09
8,83
12,3

N
4
4
4

CV
40,06
45,39
10,19

N
4
4
4

CV
76,05
81,00
71,9

N
4
4
4

5.2.2 Tabla 10. Viabilidad semen congelado
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
68,75
76,25
66,25

SD
18,27
6,29
41,10

5.2.3 Tabla 11. Motilidad semen fresco
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
71,25
80,00
83,75

SD
7,90
7,07
10,3

5.2.4 Tabla 12. Motilidad semen congelado
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
67,87
61,25
83,75

SD
27,19
27,80
8,53

5.2.5 Tabla 13. Morfología semen fresco
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
4,5
8
5,25

SD
3,4
6,48
3,77
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5.2.6 Tabla 14. Morfología semen congelado
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
14,5
18,00
17,00

SD
7,03
8,12
4,76

CV
48,48
45,13
28

N
4
4
4

CV
5,54
6,79
4,64

N
4
4
4

CV
7,22
9,27
11,46

N
4
4
4

CV
11,43
24,02
20,88

N
4
4
4

CV
36,67
55,36
95,62

N
4
4
4

CV
14,21
18,95
29,03

N
4
4
4

5.2.7 Tabla 15. Integridad acrosómica semen fresco
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
89,75
85,00
90,25

SD
4,97
5,77
4,19

5.2.8 Tabla 16. Integridad acrosómica semen congelado
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
79
79,5
83,75

SD
5,70
7,37
9,60

5.3 Descriptivas Toro 2
5.3.1 Tabla 17. Viabilidad semen fresco
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
77,5
68,75
68,75

SD
8,86
16,52
14,36

5.3.2 Tabla 18. Viabilidad semen congelado
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
48,75
47,5
38,75

SD
17,87
26,3
37,05

5.3.3 Tabla 19. Motilidad semen fresco
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
77,5
78,75
73

SD
11,01
14,93
21,19
69

5.3.4 Tabla 20. Motilidad semen congelado
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
72,5
66,25
42,5

SD
8,86
7,5
9,57

CV
12,22
11,32
22,52

N
4
4
4

CV
32,73
76,59
31,57

N
4
4
4

CV
31,41
29,65
33,50

N
4
4
4

CV
14,99
6,01
10,49

N
4
4
4

CV
19,15
4,42
17,12

N
4
4
4

5.3.5 Tabla 21. Morfología semen fresco
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
8
3,75
4,75

SD
2,61
2,87
1,5

5.3.6 Tabla 22. Morfología semen congelado
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
15,5
12
14

SD
4,86
3,55
4,69

5.3.7. Tabla 23. Integridad acrosomica semen fresco
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
72
87,5
82,5

SD
10,79
5,25
8,66

5.3.8 Tabla 24. Integridad acrosómica semen congelado
Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz

mean
72,5
85,25
75

SD
13,88
3,77
12,91

5.4 Tabla 25. Descriptivas entre tratamientos comparando T1 y T2
5.4.1 Motilidad individual progresiva

Tratamiento

Media

SD
70

CV

MIN

MAX

Toro 1

Toro 2

Gallina
Pata
Codorniz
Gallina
Pata
Codorniz

69,53
70,62
83,75
75
72,5
57,75

19,42
21,28
8,76
10
12,81
22,3

27,92
30,14
10,46
13,33
17,67
38,62

30
20
70
60
60
30

96
90
95
95
95
92

5.4.2 Viabilidad

Toro 1

Toro 2

Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz
Gallina
Pata
Codorniz

Media
SD
CV
MIN MAX
71,87
14,36
19,98
40
85
76,87
5,3
6,89
70
85
64,37
30,17
46,86
5
90
63,12
20,15
31,93
30
85
58,12
23,29
40
10
85
53,75
30,56
56,85
5
90

5.4.3 Morfología

Toro 1

Toro 2

Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz
Gallina
Pata
Codorniz

Media
9,5
13
11,25
11,75
7,87
9,37

SD
CV
MIN MAX
7,42
78,2
2
25
8,65
66,55
2
30
7,43
66,82
2
20
5,4
46,04
4
20
5,33
67,68
2
15
5,9
62,96
3
20

5.4.4 Integridad acrosómica

Toro 1

Toro 2

Tratamiento
Gallina
Pata
Codorniz
Gallina
Pata
Codorniz

Media
SD
CV
MIN MAX
84,37
7,58
8,99
75
95
82,25
6,79
8,26
70
90
87
7,69
8,83
70
96
72,25
12
16,63
60
90
86,37
4,4
5,1
80
92
78,75
10,93
13,89
60
90
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Analysis of Variance Table for INACROFIN

Source

DF

COLECTA
TORO

SS
3

1

MS

296.33
60.17

TRATAMIEN 2

P

98.778

60.167 0.60 0.4510

176.08

88.042 0.87 0.4365

Error

17 1718.75 101.103

Total

23 2251.33

Grand Mean 79.167

F

CV 12.70

Analysis of Variance Table for INACROIN

Source

DF

COLECTA
TORO

SS
3

1

MS

251.00

F

P

83.667

352.67 352.667 5.38 0.0331

TRATAMIEN 2

157.75

Error

17 1114.58

Total

23 1876.00

Grand Mean 84.500

78.875 1.20 0.3246

65.564

CV 9.58

Analysis of Variance Table for INACROREL
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Source

DF

COLECTA
TORO

SS

MS

F

P

3 2.00000 0.66667
1 0.16667 0.16667

2.62 0.1242

TRATAMIEN 2 0.08333 0.04167
Error

17 1.08333 0.06373

Total

23 3.33333

Grand Mean 0.1667

0.65 0.5326

CV 151.46

Analysis of Variance Table for MOINDFI

Source

DF

COLECTA
TORO

SS

MS

F

P

3 1959.13 653.042
1

672.04 672.042 1.70 0.2101

TRATAMIEN 2

249.08 124.542 0.31 0.7344

Error

17 6734.71 396.159

Total

23 9614.96

Grand Mean 65.708

CV 30.29

Analysis of Variance Table for MOINDIN

Source

DF

COLECTA

3

SS

MS

44.46

14.819

F

P

73

TORO

1

22.04 22.042 0.11 0.7431

TRATAMIEN 2

112.00

56.000 0.28 0.7577

Error

17 3375.13 198.537

Total

23 3553.63

Grand Mean 77.375

CV 18.21

Analysis of Variance Table for MOINDRE

Source

DF

COLECTA
TORO

SS
3

1

MS

0.45833
0.37500

F

P

0.15278
0.37500 1.33 0.2647

TRATAMIEN 2 6.170E-33 3.085E-33 0.00 1.0000
Error

17

4.79167

Total

23

5.62500

Grand Mean 0.3750

0.28186

CV 141.58

Analysis of Variance Table for MORFI

Source

DF

COLECTA
TORO

SS

F

P

3 160.667 53.5556
1

42.667 42.6667 1.41 0.2515

TRATAMIEN 2
Error

MS

1.333

0.6667 0.02 0.9782

17 514.667 30.2745
74

Total

23 719.333

Grand Mean 15.167

CV 36.28

Analysis of Variance Table for MORIN

Source

DF

COLECTA
TORO

SS
3

1

MS

F

P

47.458 15.8194
1.042

TRATAMIEN 2

1.0417 0.06 0.8037

6.583

3.2917 0.20 0.8195

Error

17 277.875 16.3456

Total

23 332.958

Grand Mean 5.7083

CV 70.83

Analysis of Variance Table for MORREL

Source

DF

COLECTA
TORO

SS
3

1

MS

F

P

50.333 16.7778
8.167

TRATAMIEN 2

4.333

Error

17

58.500

Total

23 121.333

Grand Mean 3.3333

8.1667 2.37 0.1418
2.1667 0.63 0.5448

3.4412

CV 55.65
75
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Analysis of Variance Table for VIAFI

Source

DF

COLECTA
TORO

SS
3

1

MS

F

P

7178.1 2392.71

3876.0 3876.04 10.01 0.0057

TRATAMIEN 2

364.6

Error

17

6580.2

Total

23 17999.0

Grand Mean 57.708

182.29

0.47 0.6323

387.07

CV 34.09

Analysis of Variance Table for VIAIN

Source

DF

COLECTA
TORO

SS
3

MS

275.000

F

P

91.6667

1 4.656E-29 4.656E-29 0.00 1.0000

TRATAMIEN 2

477.083

Error

17

3331.25

Total

23

4083.33

Grand Mean 71.667

238.542 1.22 0.3206

195.956

CV 19.53

Analysis of Variance Table for VIAREL
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Source

DF

COLECTA
TORO

SS

MS

F

P

3 1.66667 0.55556
1 1.50000 1.50000 8.27 0.0105

TRATAMIEN 2 1.08333 0.54167 2.99 0.0774
Error

17 3.08333 0.18137

Total

23 7.33333

Grand Mean 0.3333

CV 127.76

Statistix 8.0

09/12/2013, 11:41:15 a.m.

Means of INACROFIN for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean

codorniz 79.375
gallina

75.750

pata

82.375

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
3.5550

Std Error (Diff of 2 Means) 5.0275

Means of INACROIN for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean
77

codorniz 86.375
gallina

80.875

pata

86.250

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
2.8628

Std Error (Diff of 2 Means) 4.0486

Means of INACROREL for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean

codorniz 0.1250
gallina

0.1250

pata

0.2500

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
0.0893

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1262

Means of MOINDFI for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean

codorniz 63.125
gallina

70.250

pata

63.750

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
7.0370
78

Std Error (Diff of 2 Means) 9.9519

Means of MOINDIN for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean

codorniz 78.375
gallina
pata

74.375
79.375

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
4.9817

Std Error (Diff of 2 Means) 7.0452

Means of MOINDRE for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean

codorniz 0.3750
gallina

0.3750

pata

0.3750

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
0.1877

Std Error (Diff of 2 Means) 0.2655

Means of MORFI for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean
79

codorniz 15.500
gallina

15.000

pata

15.000

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
1.9453

Std Error (Diff of 2 Means) 2.7511

Means of MORIN for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean

codorniz 5.0000
gallina

6.2500

pata

5.8750

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
1.4294

Std Error (Diff of 2 Means) 2.0215

Means of MORREL for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean

codorniz 3.7500
gallina

2.7500

pata

3.5000

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
0.6559
80

Std Error (Diff of 2 Means) 0.9275

Statistix 8.0

09/12/2013, 11:43:11 a.m.

Means of VIAFI for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean

codorniz 52.500
gallina

58.750

pata

61.875

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
6.9559

Std Error (Diff of 2 Means) 9.8371

Means of VIAIN for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean

codorniz 65.625
gallina

76.250

pata

73.125

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
4.9492

Std Error (Diff of 2 Means) 6.9992

Means of VIAREL for TRATAMIEN
81

TRATAMIEN

Mean

codorniz 0.6250
gallina 0.1250
pata

0.2500

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

8
0.1506

Std Error (Diff of 2 Means) 0.2129

Statistix 8.0

09/12/2013, 11:41:55 a.m.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of INACROFIN for TRATAMIEN

TRATAMIEN
pata

Mean Homogeneous Groups

82.375 A

codorniz 79.375 A
gallina

75.750 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 5.0275

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 12.902

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of INACROIN for TRATAMIEN

82

TRATAMIEN

Mean Homogeneous Groups

codorniz 86.375 A
pata

86.250 A

gallina

80.875 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 4.0486

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 10.390

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of INACROREL for TRATAMIEN

TRATAMIEN
pata

Mean Homogeneous Groups

0.2500 A

codorniz 0.1250 A
gallina

0.1250 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 0.1262

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 0.3239

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of MOINDFI for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean Homogeneous Groups
83

gallina

70.250 A

pata

63.750 A

codorniz 63.125 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 9.9519

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 25.540

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of MOINDIN for TRATAMIEN

TRATAMIEN
pata

Mean Homogeneous Groups

79.375 A

codorniz 78.375 A
gallina

74.375 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 7.0452

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 18.081

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of MOINDRE for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean Homogeneous Groups

codorniz 0.3750 A
84

gallina

0.3750 A

pata

0.3750 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 0.2655

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 0.6813

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of MORFI for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean Homogeneous Groups

codorniz 15.500 A
gallina

15.000 A

pata

15.000 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 2.7511

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 7.0604

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of MORIN for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean Homogeneous Groups

gallina

6.2500 A

pata

5.8750 A
85

codorniz 5.0000 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 2.0215

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 5.1879

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of MORREL for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean Homogeneous Groups

codorniz 3.7500 A
pata

3.5000 A

gallina

2.7500 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 0.9275

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 2.3804

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Statistix 8.0

09/12/2013, 11:43:53 a.m.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of VIAFI for TRATAMIEN

TRATAMIEN
pata

Mean Homogeneous Groups

61.875 A
86

gallina

58.750 A

codorniz 52.500 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 9.8371

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 25.246

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of VIAIN for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean Homogeneous Groups

gallina

76.250 A

pata

73.125 A

codorniz 65.625 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 6.9992

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 17.963

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of VIAREL for TRATAMIEN

TRATAMIEN

Mean Homogeneous Groups

codorniz 0.6250 A
pata

0.2500 A
87

gallina

0.1250 A

Alpha

0.05

Standard Error for Comparison 0.2129

Critical Q Value 3.629

Critical Value for Comparison 0.5465

Error term used: COLECTA*TORO*TRATAMIEN, 17 DF
There are no significant pairwise differences among the means.
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